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Les réponses des séro-diagnostics des leptospiroses sont sou- 
vent trés claires a cause de la spécificité des sérotypes : il en 
est ainsi en l’absence de coagglutinines de groupe ou en présence 
de coagglutinines a un taux faible. I] n’en est plus de méme quand 
les coagglutinines de groupe existent (par exemple, entre L. tctero- 
hemorragiae et L. canicola pour la plupart des souches de ces 
sérotypes) et, a fortiori, quand les agglutinines et des coaggluti- 
nines sont présentes pour des sérotypes qui n’appartiennent pas au 
méme sérotype. Dans le présent travail, ne seront envisagés que 
les cas ot une hésitation entre L. grippo-typhosa et L. australis 
a subsisté au cours de plusieurs examens sérologiques. 

D’aprés Wolff (24, 25], la réaction d’agglutination-lyse et la 
réaction d’absorption croisée donnent les résultats les plus cons- 
tants et les plus fidéles pour servir 4 la détermination des types. 


(*) Manuscrit recu le 28 décembre 1959. 
Annales de l'Institut Pasteur, 98, n° 5, 1960. 41 
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Actuellement, la connaissance des différents antigénes ou facteurs 
antigéniques des leptospires est en plein développement. Pour le 
point particulier qui nous intéresse ici, le tableau de la classifi- 
cation des leptospires de Wolff (24, 25] montre la présence de 
coagglutinines & un taux faible pour L. australis, souche Min- 
chen C90, et pour L. grippo-typhosa, souches Moscou V et 
Duyster. On y reléve également, mais aussi 4 des taux trés faibles, 
des anticorps de groupe : pour L. australis, L. icterohemorragiae, 
L. autumnalis, L. sejroé ; pour L. grippo-typhosa, L. autumnalis 
et L. sejroé. Il est bien entendu que n’est pas retenue, ici, la 
présence d’anticorps de groupe pour des sérotypes indonésiens 
ou australiens inconnus en Occident. Au laboratoire des leptospi- 
roses nous avons souvent noté de nombreuses et fréquentes coag- 
glutinines entre L. australis et L. grippo-typhosa, assez rarement 
avec L. icterohemorragiae, L. canicola, L. sejroé ou L. ballum, 
les plus génantes et les plus persistantes étant celles qui se pré- 
sentaient entre L. australis et L. grippo-typhosa. Il ne sera ques- 
tion ici que de ces derniéres. 


xk * 


Cliniquement, les deux leptospiroses correspondantes ont de 
nombreux points communs, et tout en restant bénignes sont diffi- 
ciles a séparer. Souvent aussi, l’examen du sérum du malade 
montre, a quelques semaines d’intervalle, la présence d’anticorps 
communs ; mais en répétant les séro-diagnostics, le taux des agglu- 
tinines pour l’une et autre souche monte, tandis que celui des 
autres décroit. 


Si ces deux leptospires sont isolés et individualisés par les 
critéres sérologiques [4, 2, 3, 4], il semble cependant exister, par 
la fréquence et la durée de ces coagglutinines, une certaine com- 
munauté antigénique. 


Ia leptospirose a L. grippo-typhosa [48] débute brutalement 
comme une grippe par des signes infectieux nets et constants : 
fiévre a 39°-40°, céphalées, courbatures, douleurs diverses. Les 
signes méningés sont aussi constants et fréquents, parfois légers, 
parfois intenses, s’accompagnant, en général, d’anomalies du 
liquide céphalo-rachidien (lymphocytose). L’absence d’hépato- 
néphrite proprement dite est de régle. Des troubles du transit 
digestif peuvent parfois faire errer le diagnostic. Des signes ocu- 
laires (injection circulaire des vaisseaux péricornéens), des mani- 
festations éruptives cutanées, soit de type morbilleux, soit du type 
érythéme polymorphe, des tuméfactions. ganglionnaires sont par- 
fois expressifs. Lors de 1’évolution, une reprise fébrile est fré- 
quente. La convalescence est longue et dure plusieurs semaines, 
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mais, dans nos régions, l’évolution est, dans la régle, favorable [5, 
6, 17; 48). 

L’infection fut décelée en France dés 1940-1941 par Jusatz [10] 
et von Hoesslin [8] dans la région de Cognac, En 1941-1942, des 
cas ont été trouvés par Decourt, Brault et M™° Kolochine-Erber [6]. 
La description d’autres cas isolés suivit, et montra la large répar- 
tition de la maladie a L. grippo-typhosa (thése de Louin, 1948 [47)). 
Des épidémies se manifestent de temps en temps, particuliére- 
ment aprés des bains en riviére ou en étang [46]. Le nom de fiévre 
des Charentes, donné par les auteurs allemands a |’infection grippo- 
typhosique en France, est une attribution régionale [8, 40] qui ne 
peut étre conservée parce que cette leptospirose est connue sur 
tout le territoire [9, 46]. 

La leptospirose 4 L. australis (qui fut d’abord L. australis A), 
nettement séparée des autres leptospiroses du méme groupe, a été 
diagnostiquée dans presque tous les pays d’Europe [4, 2, 3, 4). 
Elle est connue en France en médecine humaine [44] et vétéri- 
naire [24]. Cliniquement, chez homme, le début est brutal. Le 
syndrome infectieux est au premier rang avec atteinte plus ou 
moins sévére de ]’état général : fiévre, céphalée et douleurs diverses 
& type de violentes myo-arthralgies (44]. Parfois, ces symptémes 
peuvent prendre une allure septicémique. Les signes méningés 
sont présents, plus ou moins intenses. Dans nos contrées, |’affec- 
tion est en général anictérique. On observe parfois des sYgne3 
respiratoires. Si en Australie et en en Extréme-Orient des cas 
graves ont été notés [45], en Europe la maladie semble avoir 
toujours une évolution favorable, et la guérison, souvent hatée 
par les traitements, est de régle ; la convalescence est longue, 
souvent asthéniante. La notion de contamination (bains, travaux 
des champs) peut, ici encore, guider le diagnostic, de méme que 
dans la leptospirose é L. grippo-typhosa. 

Voici quelques exemples de cas représentant diverses alterna- 
tives pouvant se poser: 1° Leptospiroses a L. australis pure, 
a L. grippo-typhosa pure. 2° Celles dont le séro-diagnostic est net. 
3° Celles ot l’examen sérologique reste hésitant. 4° Cas ot, malgré 
l’isolement de la souche, se posent des problémes deélicats (1). 


Groupe I, Dans ce premier groupe, est rapporté un cas net 
de l’une et l’autre leptospirose. 


Osservation I. — M. Fit..., 4gé de 68 ans est hopitalisé en octobre 
1959 pour syndrome fébrile et méningé: raideur de la nuque, photo- 
phobie, céphalée, discret épanchement pleural et léger subictére. 


(1) Nous remercions tous ceux qui nous ont confié des sérums 4 exa- 
miner. 
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Les examens sérologiques montrent 


L. grippo-typhosa L. australis 
1959 EE ME rangi re 
Agglutination Lyse Agglutination Lyse 
ai Ie diane nee 0 0 5 000 1 000 
RoFgO a fe. ine a PS okt 0 0 5 000 1 000 


C’est done un cas sérologiquement pur de leptospirose a L. aus- 
iralis, sans aucune coagglutinine ; tous les autres sérotypes essayés 
ne montrent pas trace d’agglutination. Avec trois souches diffe- 
rentes du sérotype L. australis, les taux d’agglutination sont égaux 
pour chacune d’elle, avec un phénoméne de zone au 1/10. 


Oss. II. — L’enfant B..., 9 ans et 1/2, est hospitalisé en septembre 
1953 pour méningite lymphocytaire avec céphalée, fiévre, vomissements. 
On reléve dans les antécédents de fréquents bains de riviére. 

Les séro-diagnostics montrent 


L. grippo typhosa L. australis 
19353 ee SS 
Ageglutination Lyse Agglutination Lyse 
PAVE Ue ee Sacer EAR 100 000 100 000 0 0 
PAO) eee settee ee aks 200 000 100. V00 500 100 
Set PA ce Se ag cle teu ey 20. 000 5 000 1 000 0 


C’est un cas a L. grippo-typhosa 4 peu prés pur. Les agglu- 
linines et la lyse faibles pour L. australis ne génent pas pour 
Vinterprétation du résultat. Le titre des agglutinines est excep- 
tionneliement élevé pour L. grippo-typhosa ; c’est un exemple 
unique, car le taux limite pour l’adulte ne dépasse pas 1/50 000 
a la période la plus favorable. De tels taux élevés d’anticorps 
anti-leptospires dans le sang ne sont pas pour surprendre, quand 
il s’agit d’enfants. En 19385, avec P. Mollaret, ont été rappor- 
tées [19] les observations de trois enfants (12, 13 et 10 ans) dont 
les titres d’agglutinines pour L. icterohemorragiae atteignirent 
respectivement 1/100 000 au vingt-quatriéme jour, 1/2 000 000 au 
vingtiéme jour et 1/5 000 000 au quarante et uniéme jour. ‘Les séro- 
diagnostics faits & plusieurs reprises pour les mémes petits malades 
avaient confirmé ]’exactitude des faits par l’élévation progressive 
des taux. 


Groupe II. Ce groupe rassemble trois observations pour les- 
quelles la réponse du séro-diagnostic reste nette malgré la pré- 
sence de coagglutinines. 


Oss. HT. — M. A... est atteint en aot 1953 d’un syndrome fébrile 
avec réaction méningée. 
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Les séro-diagnostics donnent les résultats suivants : 


L. grippo typhosa L. australis 
Agelutination Lyse Avglulination Lyse 

15-9 5 oe OP owns ace a ee + 1 000 ++ 100 100 10 
Zee Niue. Paglia, BS) Sua uut «Gace + 10 000 100 S00 10 (?) 


Ons. IV. — M. B... est admis & l’hépital en septembre 1953 pour 
syndrome typhoidique, avec réaction exanthématique. 

Une réaction méningée est A retenir. 

Les examens sérologiques montrent 


L. grippo typhosa L. australis 
1953 TT —— o_o 
Agglutination Lyse Agglutination Lyse 
LAO Perera evieh =ap aks 4 000 100 1 000 0 
CANAL IY rico earn ary mae ee ee + 10 000 ++ 10 000 100 
2-0) Ue usnastrhess sees es Us + 40 000 1 000 1 000 0 
Zi -NOip ener: © shi + 10 000 1 000 100 0 
Oss. V. — M. Ch... est admis en aotit 1953 dans un service de 


chirurgie pour un syndrome abdominal aigu et cpéré de l’appendicite. 
La température remonte ensuite; cette reprise fébrile, accompagnée 
de douleurs articulaires, explique la demande d’un séro-diagnostic de 
leptospirose. A Jinterrogatoire, on reléve une notion de contamina- 
tion : nombreux bains de riviére. 

Les examens sérologiques montrent 


L. grippo typhosa LL. australis 
1953 Seo ee = Fe 
Ageglutination Lyse Agglutination Lyse 
OE). oS op of uo) Oca ate 0 () 1 000 10) 
Et) 0 rere echt s) =) deuce Me) rs + 10 000 1 000 a= 1000 400 


Le n° III est un cas de L. grippo-lyphosa sur, avec coexistence 
de coagglutinines faibles pour L. australis. Les agglutinines pour 
L. grippo- -typhosa s’élévent rapidement, tandis que pour L. aus- 
fralis, si les coagglutinines n’augmentent que légérement, la lyse 
reste faible, et a diminué relativement au deuxieme examen. 

Pour le n° IV, la réponse est d’abord douteuse ; cependant, le 
taux élevé de lyse pour L. grippo-typhosa laisse supposer quel 
sera le résultat : une réponse positive pour ce sérotype. Les coag- 
alutinines pour L. australis diminuent rapidement et la lyse 
disparait. 

Le séro-diagnostic du n° V semble d’abord orienter vers L. aus- 
iralis, mais rapidement la réponse pour L. grippo-typhosa, d’abord 
négative, devient positive 4 un taux élevé avec lyse forte. La 
réponse est positive pour L. grippo-typhosa, mais accompagnée 
de coagglutinines pour L. australis. 
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Groupe III. Trois observations pour lesquelles le séro-diagnosti« 
reste douteux. 


Oss. VI. — M™e Ch... présente en aotit 1953 un état fébrile, avec 
splénomégalie et poussée ictérique fugace. 
Les séro-diagnostics montrent : 


L. grippo typhosa L. australis 
4953 ee OS 
Agglutination Lyse Agglutination Lyse 
T= Oise atic preety ces + 1 000 1 000 10 000 10 
PAE Te tao act Sort. wf + 1 000 ++ 100 1 000 10 


Oss. VII. — M. U... est hospitalisé, en septembre 1953, pour malaise 
général et myalgies, puis céphalés, et apparition de subictére. Ce malade 
s’est baigné en riviére huit jours avant le début de l’affection. 

Les séro-diagnostics montrent : 


L. grippo typhosa L. australis 
1953 a a 
Agglutination Lyse Agglutination Lyse 
De ee Cerone ian ee 5 000 1 000 10 000 10 
PAtm Oars rete wy mami a6 5 000 100 1 000 10 
OO! Bitatndst se) acts Gees 10 000 ++ 10 000 10 
Oss. VIII. — M. F... fait en septembre 1953 une fiévre avec syndrome 


méningé ; nombreux lymphocytes révélés 4 l’examen du L. C. R. 
Les examens sérologiques donnent les résultats suivants 


L. grippo typhosa L. australis 
Agglutination Lyse Agglutination Lyse 
ABS 5 eo BS a 5 09 #6 0 a= 100 0 
ais. ea o pon a6 + 10 000 1 000 = 10 000 1 000 


Dans le cas VI L. grippo-typhosa se maintient a un taux cons- 
tant tandis que L. australis diminue. II] est impossible de conclure : 
il s’agit d’une leptospirose, peut-étre a L. grippo-typhosa, puisque 
Vagglutination et la lyse sont légérement plus élevées que pour 
L. australis. 


‘La réponse du séro-diagnostic VII est difficile 4 donner ; peu'!- 
étre s’agit-il de L. grippo-typhosa, i cause de la lyse forte, qui 
semble stabilisée & 1/10 pour L. australis ? 

Pour Vobservation VIII le premier examen n’est pas décisif. 
Ensuite l’ascension paralléle du taux des anticorps pour L. grippo- 
typhosa et L. australis ne permet pas de trancher le probléme du 
sérotype en cause. 

Pour ces trois cas, la spécificité des agglutinines aurait été 
rendue évidente si des examens supplémentaires avaient pu étre 
effectués & quelques semaines d’intervalle. 
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Groupe IV. Ce groupe comprend 4 cas pour lesquels la souche 
responsable a été isolée du malade. 


Oss. IX. — M. Di..., jeune militaire, présente en aofit 1953 un 
syndrome douloureux (céphalée, douleurs lombaires), légére injection 
conjonctivale. L’épidémiologie révéle de nombreux bains de riviére 
dans le Loing. 


Les examens sérologiques montrent : 


L. grippo typhosa L. australis 
Agglutination Lyse Agglutination Lyse 
AS ae: eres ae or ee + 10 000 100 10 000 100 
ok Ate eter ee + 1 000 100 10 000 100 
UEP Soo aren eee soem Senha + 4 000 100 = 10 000 10 
POAO Peale toe. Bo SNA hes 41 000 100 1 000 10 
AN eral ae ar Ge 300 10 100 0 


L’hémoculture faite au deuxiéme jour de la maladie, le 1° aott 
1953, est positive. La souche isolée est entretenue au laboratoire ; 
elle se révéle assez capricieuse. L’identification de la culture 
montre qu’elle n’est pas agglutinée par les sérums expérimentaux 
anti-L. australis ; et, de plus, le sérum anti-souche Di. n’agglutine 
pas trois souches de L. australis, dont une particuliére donnant 
des taux d’agglutination plus élevés que d’autres avec certains 
sérums (Fas-Saigon). La saturation des agglutinines montre que 
la souche Di. n’est pas un L. australis. Ici encore, il est difficile 
d’expliquer la différence entre les deux séries de séro-diagnostics. 


Oss. X. — L’enfant C..., 12 ans, présente en octobre 1953 un 
syndrome méningé a liquide clair, sans ictére. Notion de contamina- 
tion : nombreux bains de rivicre. 

Les séro-diagnostics donnent les résultats suivants : 


L. grippo typhosa L. australis 
1953 ne ee ae 

Agglutination Lyse Ageglutination Lyse 

BEN oa of GG eo dE mee + 1 000 ++ 100 + 1 000 1 000 
— 10 000 — 10 000 

OUNs 5 5-5 be a eo e 10 000 1 000 10 000 10 000 

EIB Mae Garenica sia teal WOR eg Rhee + 1 000 500 + 10 000 500 
— 10 000 


La souche a été isolée par hémoculture du malade le 2 octobre 
1953 ; elle est entretenue au laboratoire, mais pousse irréguliére- 
ment. Un sérum anti-C. a été préparé par inoculation du séro- 
type au lapin. Ce sérum expérimental et la souche isolée montrent 
que C... se comporte comme un L. grippo-typhosa. 


Lors de la saturation des agglutinines, les anticorps du sérum 
expérimental C. sont absorbés par la souche L. grippo typhosa. 
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La souche ©, appartient au sérotype L. grippo-typhosa. Mais le 
sérum du malade agglutinine et lyse les deux sérotypes. 


Oss. XI. — L’enfant Mi..., 9 ans, présente au début de septembre 
1953, un syndrome méningé avec fiévre en plateau. 

A pris de nombreux bains de riviére prés de Montargis. 

Les examens sérologiques montrent : 


1. grippo typhosa L. australis 
1953 ho a 
Agglutination Lyse Agglutination Lyse 
FAS code ts eat or Sd 100 19 10 000 1 000 
SoS <6 oe 6 o gies 100 0 L 000 10 
traces 


Le culot de centrifugation de urine du malade a été inoculé 
le 28 octobre 1953, environ deux mois apres le début de la maladie, 
a deux hamsters, par voie intrapéritonéale. L’un de ceux-ci est 
trouvé mort le quatorziéme jour : pas de lésions macroscopiques, 
seulement un peu de congestion axillaire et inguinale. L’hémo- 
culture du hamster faite en milieu de Reiter et Ramme permet 
disoler une souche de leptospire, dont Videntification et l’absorp- 
tion des agglutinines révélent qu’il s’agit de L. australis. La souche 
est conservée au laboratoire ; elle pousse assez difficilement. La 
saturation des agglutinines montre que la souche Mi. n’appartient 
pas au sérotype L. grippo-typhosa, malgré la présence de coag- 
glutinines. 

Le sérum anti-L. australis saturé par la souche Mi. n’agglutine 
plus ni L. australis, ni Mi. Les taux d’agglutination du sérum Mi. 
sont différents selon les souches de L. australis : pour deux d’entre 
elles : Ballico (souche type) et Mer-Saigon, la limite de lagglu- 
ination ne dépasse pas 1/10 000, tandis quelle atteint 1/100 000 
avec la souche Fas-Saigon, qui présente parfois plus d’affinité que 
les autres pour certains sérums [45]. 


Ops. XII. — Le soldat Te... est hospitalisé en aovit 1953 pour syndrome 
fébrile et douloureux (céphalée, douleurs articulaires, lombaires), légére 
cylindrurie, légére albumiinurie, urée sanguine : 0,50 g p. 100. 

Notion de contamination : nombreux bains dans le Loing. 

Les séro-diagnostics effectués montrent 


L. grippo typhosa L. australis 
1953 OOS 
Agglutina tion Lyse Agglutination Lyse 
WEY (GISY TEA), Go So + 4 000 ++ 100 5 000 10 
PA (CBP TOMBS 4 8 6 c =E 10 000 1 000 + 100 10 
PAoes 0) (GY TOES 6 A on + 1 000 ++ 100 100 sans lyse 
2o-445(84e TOUR) ees ee S= 1000 100 50 sans lyse 


L’hémoculture faite au deuxiéme jour en milieu de Reiter et 
Ramme est positive ect la souche est isolée puis identifiée selon 
la technique courante [7, 42, 43]. La souche est conservée au labo- 
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ratoire. Les deux phases de l'identification laissent déja deviner 
quil s’agit de L. grippo-typhosa. 


Premiére phase : agglutination de la souche Te. par 18 sérums 
types anti-leptospires dont deux de L. grippo-typhosa et un de 
L. bovis ; Vagglutination est positive et la lyse nette uniquement 
pour ces derniers sérotypes. 

Deuxiéme phase : aprés préparation d’un sérum agglutinant la 
souche Te., recherche de l’agglutination par ce sérum expérimental 
de 27 cultures de divers sérotypes dont deux de L. grippo-typhosa 
et une de L. bovis : les taux d’agglutination et de lyse élevés sont 
nets (agglutination, 100 000 ; lyse, 10 000) pour ces derniers lepto- 
spires, tandis que pour les autres, les réponses sont négatives (en 
_ particulier pour L. australis), ou bien faibles et sans lyse, ne 
dépassant guére 1/10. 


L’absorption des agglutinines (sérums anti-L. australis et anti- 
L. grippo-typhosa) confirme ces résultats et permet de conclure 
que le leptospire isolé de Phémoculture du malade Te... est un 
L. grippo-typhosa, Les agglutinines qui sont présentes pour L. aus- 
tralis ne sont pas spécifiques ; du reste, leur taux décroit avec le 
temps, tandis que se fixe le taux limite de lagglutination et de 
la lyse pour L. grippo-typhosa vers le vingt-cinquiéme jour. 
L’agelutination pour L. australis commence trés tot et la lyse 
disparait tandis que l’agglutination diminue. 


I] existe une communauté antigénique entre L. australis et 
L. grippo-typhosa, bien mise en évidence par la difficulté d’ oblenir 
un résultat spécifique lors de multiples séro-diagnostics. Elle peut 
s’expliquer par des coagglutinines longtemps présentes. Chaque 
espéce a cependant son pouvoir antigénique propre (obs. I et II). 
L’isolement d’une culture devrait apporter, en principe, la sureté 
du diagnostic, mais lobtention de culture est exceptionnelle ; 
Vhémoculture doit étre précoce, faite 4 un moment (deuxiéme au 
cinquiéme jour) ot le diagnostic clinique n’est pas encore str ; 
Visolement a partir de l’urine est tardif et ne réussit pas toujours, 
si l’on ne posséde pas |’animal sensible. La culture étant connue, 
la réponse peut étre nette (cas XI et XII), mais elle peut rester 
douteuse (cas IX et X). En tout cas, la répétition des examens 
sérologiques demeure une nécessité primordiale et suffit le plus 
souvent. 


* 
xk 


Il ressort de étude de ces cas qu’une certaine parenté existe 
entre L. australis et L. grippo-typhosa. Nous avons vu déja les 
nombreux signes cliniques voisins et l’épidémiologie presque 
identique, contamination soit professionnelle (cultivateurs, égou- 
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tiers), soit lors de l’oceupation des loisirs (bains de riviere, cano- 
tage, camping). 

Au point de vue sérologique, le diagnostic, surtout au début de 
laffection, peut étre d’interprétation délicate, par la présence 
d’anticorps multiples et souvent de taux équivalents anti-L. aus- 
tralis et L. grippo-typhosa. Surtout au début un parallélisme est 
fréquent dans les variations des anticorps de L. australis et 
L. grippo-typhosa qu’il est souvent bien difficile de séparer. La 
question ne peut étre tranchée que lors des examens ultérieurs ; 
l'une des séries d’agglutinines révéle sa spécificité, elle reste 4 un 
taux élevé alors que l’autre diminue. 

D’aprés Rothstein et Hiatt [22] et d’aprés Schneider [23], il 
existerait dans le corps du leptospire au moins deux antigénes 
somatiques : l’un, spécifique de genre, « dénominateur commun » ; 
l’autre, spécifique de type. La présence de coagglutinines s’expli- 
querait par les phénoménes d’agglutinabilité de groupe, puis 
Yagglutinine de type se révélerait ensuite, et indiquerait alors le 
sérotype spécifiquement en cause. 


L’interprétation de cette hypothése expliquerait le fait bien 
connu de tous ceux qui ont lu des séro-diagnostics de leptospirose : 
quand le premier prélévement de sérum est précoce, on note des 
coagglutinines pour divers sérotypes, appartenant ou non au méme 
sérogroupe. Des séro-diagnostics ultérieurs faits & quelques jours 
d’intervalle montrent la diminution puis la disparition des coag- 
glutinines, tandis que le titre du sérotype spécifique s’éléve. 

Les cas IX, X et XI ont des coagglutinines fortes et persistantes ; 
et la souche identifiée semble parfois au premier abord d’un séro- 
type différent de celui que laissait supposer le séro-diagnostic. 
Ce phénoméne n’est pas unique. 


En effet, Murphy et collaborateurs, en étudiant les sérums de 
357 chiens [20], signalent Visolement de L. pomona i partir de 
Yurine d’un chien dont le titre d’agglutinines sériques pour 
L. autumnalis était trés élevé. La pauvreté des anticorps sériques 
de L. pomona et la présence de titre élevé d’agglutinines pour 
L. autumnalis étaient inquiétantes. Mais par l’agglutination croisée 
et l’absorption des agglutinines, la souche isolée fut identifiée 
a L. pomona. Par ailleurs, Kmety et collaborateurs [41] ont montré 
que le pore, quand il est porteur de leptospires, peut avoir un 
séro-diagnostic négatif, ou posséder des anticorps pour des lepto- 
spires d’un autre type que celui qui est éliminé par l’urine. 


Dans l’exemple de Murphy, y a-t-il eu infection par des séro- 
types différents ? Dans le cas de Kmety, il peut aussi y avoir poly- 
infestation par des souches trés voisines ou différentes. Les auteurs 
ne V’affirment pas. Un organisme héberge-t-il différents leptospires, 
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ou bien a-t-il subi une vaccination passive par des souches du 
milieu extérieur ? Ce dernier phénoméne semble fréquent chez 
les Equidés [24] et, alors, les séro-diagnostics montrent des réponses 
faibles, sans lyse pour plusieurs sérotypes qui ne se rattachent pas 
a un sérogroupe bien défini. Peut-on étendre & homme ce qui 
est applicable aux chevaux et au bétail, ces derniers étant plus 
exposés que les humains, sauf dans certaines professions, a des 
contacts fréquents, régulers, avec les leptospires ? L’absence de 
lyse signe le manque de spécificité. A l’intérieur de la famille des 
leptospires existent des communautés antigéniques certaines, bien 
que les sérotypes soient distincts. Cette famille nettement définie 
par les critéres morphologiques, culturaux et antigéniques posséde 
un antigéne commun. La réaction d’ageglutination-lyse décéle spéci- 
fiquement, a Vintérieur de la famille des leptospires, les divers 
s¢rotypes, qui, s’ils sont nettement séparés, ont été ramenés par 
certains auteurs a des sérogroupes ot pourraient entrer divers 
sérotypes ayant un antigéne commun. II faut insister sur le carac- 
tére unilatéral d’une telle classification ; les exemples de ces anti- 
génes communs foisonnent en immunologie. 


CONCLUSION. 


Il existe des coagglutinines fréquentes et persistantes entre 
L. grippo-typhosa et L. australis. Cette communauté antigénique 
peut étre étroite. Les cas exposés montrent bien cette fraction 
antigénique commune aux deux espéces. Mais des différences de 
propriétés antigéniques des souches sont généralement manifestes. 

Faut-il, d’un mot, éliminer deux possibilités théoriques : 
a) le malade fait deux leptospiroses en méme temps: d’ot deux 
agglutinines ; b) le malade avait fait antérieurement une premiére 
leptospirose, d’ott une agglutinine récente et une autre ancienne ? 


Quoi qu’il en soit, si les sérotypes peuvent demeurer bien dis- 
tincts et restent nettement définis et individualisés grace aux 
examens répétés, dont la nécessité ne sera jamais assez soulignée, 
il est possible de déterminer l’anticorps spécifique du sérotype en 
cause. Il arrive souvent que la réponse soit difficile 4 interpréter 
quand on doit se limiter aux séro-diagnostics avec le sérum du 
malade. ‘La culture isolée et identifiée éclaire certaines réponses, 
mais laisse quand méme un doute subsister dans certains cas. 


Dans la grande famille des leptospires, entre les groupes bien 
définis, des souches possédent des caractéres intermédiaires entre 
plusieurs groupes. Ces souches peuvent étre rapprochées plus ou 
moins d’un sérotype selon leurs affinités. Mais le fait est qu’elles 
existent, et leur position dans la classification dans tel ou tel 
sérotype ou groupe, ou a cdté de tel groupe, doit étre repérée. 
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SUMMARY 


DIFFICULTIES IN THE SERO-DIAGNOSTIC OF CERTAIN LEPTOSIROSES 


(L. grippo-typhosa anv L. australis). 


In presence of a crossed-agglutination, two interpretations might 
be possible : a) the patient is suffering from two leptospiroses 
simultaneously ; b) the patient had already suffered from a lepto- 
spirosis, he possesses therefore a former and a recent agglutinin. 

However, the authors show that L. grippo-typhosa and L. aus- 
tralis very often possess a common antigenic fraction, which is 
responsible for the crossed-agglutination. 

In the Leptospira genus some strains possess certain properties 
which are common to several groups, and their existence must 
be kept in mind. 
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L’‘INACTIVATION DE L’ISONIAZIDE CHEZ LE RAT. 
SON INCIDENCE SUR LES RESULTATS 
DE LA CHIMIOTHERAPIE DE LA TUBERCULOSE 
DANS CETTE ESPECE 


par F. GRUMBACH, J. GROSSET et G. CANETTI (*). 


(Institut Pasteur, Service de la Tuberculose) 


Dans un travail précédent [7] il a été rapporté que Visoniazide 
(INH), employé 4 des doses habituellement suffisantes pour empé- 
cher le développement d’une tuberculose chez la souris (1,25 a 
2,5 mg/kg), n’avait pas d’effet préventif sur la tuberculose du rat. 
A priori, cette différence entre les deux espéces peut étre due 
a trois causes: différences de rapidité d’élimination de VINH ; 
différences dans le degré d’inactivation métabolique de VINH ; 
enfin, différences de localisation des bacilles. 

La premiére de ces causes peut étre exclue. Lorsqu’on traite 
la tuberculose du rat par un dérivé de INH tel que l’isonicotinoyl- 
hydrazone de Valdéhyde salicylique, qui s’élimine lentement de 
lorganisme, on n’obtient aucun effet thérapeutique avec une dose 
(2,5 a 5 mg/kg) qui se révéle efficace chez la souris [7]. 

Une différence de localisation des bacilles peut également étre 
exclue. La structure des lésions tuberculeuses est trés voisine 
dans les deux espéces : les bacilles s’y trouvent presque exclusi- 
vement a lintérieur de macrophages. On sait que l’isoniazide, 
substance trés diffusible, agit sur des bacilles intracellulaires A la 
méme concentration que sur des bacilles extracellulaires [44]. 

Mais on sait par les travaux de Hughes, Schmidt et Biehl [9], 
qu'une fraction importante de INH est inactivée in vivo par 
différents mécanismes, et en particulier par acétylation. Ce méca- 
nisme d’inactivation a pour résultat de réduire d’une maniére 
importante, pour une dose donnée d’INH, le taux d’INH actif dans 
Je sérum sanguin, et par conséquent la part d’INH active sur les 
bacilles tuberculeux. Pour obtenir un taux d’INH actif pius élevé, 
il est nécessaire, soit d’augmenter la dose d’INH (15, 46], soit 
d’administrer simultanément a INH une substance elle-méme 
susceptible d’étre acétylée : cette substance entre en compéti- 
tion avec INH dans ]’acétylation, empéche une partie de VINE 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 décembre 1959. 
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d’étre acétylée, ce qui a pour conséquence d’augmenter les concen- 
trations sériques d’INH actif. Des composés comme l’acide para- 
aminosalicylique (PAS), l’acide para~aminobenzoique (PAB) et les 
amines aromatiques ont un tel effet [2, 3, 10, 44, 45, 17h 


Notre travail est consacré a l’étude du degré d’inactivation de 
INH chez le rat et & ses conséquences thérapeutiques. I] rapporte 
deux séries d’expériences. Dans la premiére, |’existence d’une inac- 
tivation de INH chez le rat a été recherchée, et importance de 
cette inactivation a été précisée chez des animaux traités par des 
doses variables d’INH seul et d’INH associé au PAS ou au PAB. 
Dans la deuxiéme série d’expériences, Jes résultats du traitement 
de la tuberculose du rat par diverses doses d’INH seul, ou associé 
au PAS ou au PAB, ont été étudiés sur le plan anatomique et 
bactériologique et mis en paralléle avec les taux sériques d’INH 
actif atteints au cours de ces traitements. 


I. — INACTIVATION DE L’7INH CHEZ LE RAT 
A. — MATERIEL ET METHODES. 


1° Les animaux employés ont été des rats blancs, males et femelles, 
pesant de 120 a 150 g. 

2° L’isoniazide a toujours été administré en une seule dose quoti- 
dienne, par voie buccale, A la sonde : soit seul, soit en association avec 
le PAS ou le PAB, selon des modalités précisées plus loin. 

3° Les échantillons de sang pour dosage de 1’INH ont été prélevés par 
ponction du sinus rétro-orbitaire, deux heures aprés ]’administration 
du médicament. 

4° Les dosages d’INH ont été, dans la plupart des cas, pratiqués sur 
le mélange des prélévements sanguins des rats appartenant au méme 
groupe thérapeutique. 

5° Dans tous les cas, le taux d’INH sanguin a été mesuré par la 
méthode de dosage biologique en milieu liquide décrite antérieure- 
ment [5]. L’échelle des dilutions de sérum a été la suivante : 

1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/382, 1/64, 1/128, 1/256. 

Certains dosages ont été faits A la fois par la méthode en milieu 
liquide et par une méthode de dosage en milieu solide, selon la tech- 
nique de diffusion verticale [23, 6], le milieu de Léwenstein-Jensen 
habituellement employé étant remplacé par le milieu de Dubos solide. 
Ce dernier milieu présente l’avantage d’assurer une meilleure diffu- 
sion de 1’INH et permet par conséquent de déceler des quantités trés 
faibles de la drogue. 


B. — CoNCENTRATIONS SANGUINES DE L’INH cHeEz LE RAT. 


Une expérience préalable nous a montré que, chez des rats 
recevant 0,5 mg d’INH (3,5 a 4 mg/kg), la méthode de dosage 
employée ne permettait pas de déceler d’isoniazide actif dans le 
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sérum. Dés lors, deux lots de 12 rats, non inoculés, sont traités 
de la maniére suivante : 


a) Les animaux du premier lot regoivent : les trois premiers 
jours de la premiére semaine, 1 mg d’INH par jour (7 4 8 mg/kg) ; 
les trois premiers jours de la deuxiéme semaine, 1 mg d’INH par 
jour associé & 30 mg de PAS;; les trois premiers jours de la troi- 
siéme semaine, 1 mg d’INH par jour associé a 30 mg de PAB. 
(Les doses de PAS et de PAB sont exprimées en poids de lacide 
et sont données sous forme de sel de sodium.) 


b) Les animaux du deuxiéme lot regoivent, selon la méme chro- 
nologie : 2 mg d’INH par jour (15 mg/kg), la premiére semaine ; 
2 mg d’INH par jour, associé 4 15 mg de PAS, la deuxiéme 
semaine ; 2 mg d’INH par jour, associé 4 80 mg de PAS, la troi- 
siéme semaine. 

Des prises de sang sont faites chaque semaine au troisiéme jour 
du traitement, deux heures aprés |’administration médicamenteuse. 


Le tableau I précise les résultats du dosage biologique de INH 
actif chez ces trois groupes d’animaux. 


Tasieau I. — Taux d’INH actif dans le sérum de deux groupes de rats, 
deux heures aprés administration de doses variables d’INH seul, 
G’INH associé au PAS, et d’INH associé au PAB. 


Taux d'INH Taux d'INH 
Thérapeutique actif en pg Thérapeutique actif en pg 
par ml de-sérum par ml de sérum 

lére semaine INH 1 mg 0,05 — 0,1 INH 2g - 0,1 — 0,25 
2eme semaine INH 1 mg INH 2 ng 

+ PAS 30 mg OnienOnes +PAS 15 mg Onde One) 
3eme semaine INH 1 mg INH 2 ng 

a + PAB 30 mg 0,25 = 0,50 +PAS 30 mg 0, Susu 


Dans le premier lot, aprés administration de 1 mg d’INH seul, 
le taux d’INH actif du sérum est tres bas (0,06 a 0,12 pg/ml) ; 
il est 4 la limite du taux décelable. Aprés administration de 1 mg 
associé 4 30 mg de PAS, le taux est double (0,12 a 0,25 ug). 
Aprés administration de 1 mg associé & 30 mg de PAB, le taux 
est encore plus élevé (0,25 a 0,50 pg). 


Dans le deuxiéme lot, aprés administration de 2 mg d’INH seul, 
le taux @INH actif (0,12 a 0,25 ug) est le double de celui obtenu 
avec 1 mg d’INH seul. Aprés administration de 2 mg d’INH 
associé 4 15 mg de PAS, le taux est le méme qu’aprés 2 mg d’INH 
seul (0,12 a 0,25 wg). Mais aprés administration de 2 mg d’INH 


L’INACTIVATION DE L’ISONIAZIDE CHEZ LE RAT 645 


associé a 30 mg de PAS, le taux est augmenté d’une maniére 
importante (0,50 a 1 ue). 

Ainsi, l’étude comparative de ces différents groupes d’animaux 
révéle que : 

1° Des doses d’INH supérieures a 0,5 mg permettent d’obtenir 
des taux @INH décelables dans le sérum sanguin ; 


2° Les taux sériques d’INH croissent avec augmentation des 
doses administrées ; 


3° L’adjonction de PAS ou de PAB Aa dose suffisante permet 
également d’obtenir une augmentation importante des taux sériques 
d’isoniazide. 


C. — VARIATIONS INDIVIDUELLES DU TAUX D’ INH. 


Deux groupes de 5 rats recoivent quotidiennement pendant sept 
jours, le premier 2 mg d’INH, le deuxiéme 4 mg. Aprés six jours 
de traitement un premier prélévement sanguin est fait chez chaque 
rat. Le traitement étant continué, un deuxiéme prélévement a lieu 
le lendemain, afin d’obtenir pour chaque rat pris individuellement 
une quantité de sérum suffisante pour le dosage biologique de 
VINH. Les résultats de ces dosages sont consignés dans le 
tableau IT. 


Tasteau IJ]. — Variations individuelles du taux sérique d’INH actif 
chez le rat, deux heures aprés administration de deux doses diffé- 
rentes d’INH. 


Rats traités par INH 2 mg | Rats traités par INH 4 mg 
Ton La 
en pg/ml . 
ee le ee ee eS 
Animal 1 0,24 - 0,48 Animal 1 0,9- 1,9 
‘ 2 0,12 = 0,24 Ee aoe Lips) "Sis 
" 6 0,24 - 0,48 i aU 3 0,9-1,9 
B & 0,24 — 0,48 au 4 0,9 - 1,9 
su 5 0,24 - 0,48 mM 5 0,9 —.1,9. 


On constate que, pour une dose donnée, les taux sont les mémes 
chez 4 animaux sur 5. Dans chaque groupe, un animal montre un 
taux différent du taux habituel, l’un plus élevé, l’autre plus bas. 
Dans les limites de sensibilité de la méthode employée, et pour 
le nombre restreint d’animaux testés, les résultats ne permettent 
pas d’affirmer qu’il existe des différences significatives du taux 
d’INH sérique de la deuxiéme heure d’un animal a lautre. 
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Il. — RESULTATS DU TRAITEMENT PROPHYLACTIQUE 
DE. ‘LA. TUBERCUEOSE, DUG RAT 
PAR LINH SEUL OU ASSOCIE 


Les expériences précédentes ont montré que l’on pouvait obtenir, 
dans le sérum sanguin du rat, des taux appréciables d’isoniazide 
actif, en augmentant les doses d’INH administrées, ou en associant 
a VINH du PAS ou du PAB. Mais la présence, dans le sérum 
sanguin, de taux d’INH appréciables a-t-elle pour corollaire une 
action de ce médicament sur la tuberculose du rat? 

C’est & cette question que nous nous sommes efforcés de 
répondre. 

Une expérience préliminaire, non décrite ici, nous a montré 
Yabsence de toute action thérapeutique du PAS ou du PAB 
employés seuls chez le rat, aux doses employées ultérieurement 
en association avec INH (30 mg de PAS, 30 mg de PAB). 


A. — MAatTERIEL ET METHODES. 


Quarante rats sont inoculés par voie intraveineuse avec 1 mg (poids 
humide) d’une culture de bacilles tuberculeux H37Rv en milieu de 
Dubos au Tween 80, 4gée de sept jours. La dose infectante, mesurée 
par ensemencement de dilutions sur milieu de Léwenstein-Jensen, 
correspond ad 2,4.10" bacilles. 

Les rats sont répartis en 8 lots de 5 animaux. 

Le lot I n’est pas traité et constitue le groupe témoin. Les autres 
animaux sont traités quotidiennement dés le lendemain de linocula- 
tion, pendant soixante-cing jours et recoivent respectivement, par voie 
orale : 

Le lot If, 0,5 mg d’INH seul. 

Le lot II, 0,5 mg d’INH associé 4 30 mg de PAS. 

Le lot IV, 0,5 mg d’INH associé & 30 mg de PAB. 

Le lot V,1 mg @’INH seul. 

Le lot VI, 1 mg d’INH associé 4 30 mg de PAS. 

Le lot VII, 1 mg d’INH associé 4 30 mg de PAB. 

Le lot VIII, 2 mg d’INH seul. 


Aprés soixante-trois jours de traitement, un premier prélévement 
sanguin est fait chez chaque rat, deux heures aprés 1’administration 
médicamenteuse. Les sangs des rats d’un méme groupe thérapeutique 
sont mélangés. Afin d’obtenir une quantité de sérum suffisante, la 
méme opération est répélée le lendemain, dans les mémes conditions. 

Le dosage de 1’INH est pratiqué a la fois par la méthode de dosage 
en milieu liquide et la méthode de diffusion verticale en milieu de 
Dubos solide. 

Le soixante-cinquitéme jour du traitement, tous les animaux sont 
sacrifiés. L’atteinte macroscopique du poumon est exprimée par un 
indice lésionnel allant de 0 a 4. 


X 
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Le poumon droit de chaque animal est prélevé. Il est broyé dans 
un mortier et traité par 2 ml de SO,H, 4 15 p. 100 pendant dix minutes, 
puis neutralisé par la soude 4 30 p. 100. Le nombre de bacilles viables 
contenu dans le produit final est déterminé par des ensemencements 
de dilutions sur milieu de Léwenstein-Jensen. La sensibilité de chaque 
souche est recherchée par ensemencement du broyat sur milieu de 
Lowenstein-Jensen imprégné d’INH aux concentrations suivantes : 0 yg ; 
0,05 pg ; 0,1 ug; 0,2 wg et 0,5 pg/ml. Pour ce titrage, le broyat est 
ensemencé soit tel quel, soit dilué au centi¢me, selon ]’importance des 
lésions macroscopiques du poumon. 


B.-— Tavux D’ISONIAZIDE ACTIF DANS LE SERUM. 


Le tableau III donne les détails du dosage de INH selon les 
modalités thérapeutiques et pour chacune des deux méthodes de 
dosage employées. On constate que les taux obtenus sont sensi- 
blement les mémes avec lune et |’autre méthode, et qu’ils sont 
tres voisins de ceux trouvés dans lexpérience précédente 


Tanreau IJ]. — Taux d’INH actif dans le sérum de divers groupes de 
rats, deux heures aprés administration de doses variables d’INH 
seul, dINH associé au PAS et d’INH associé au PAB (rats 


tuberculisés). 
Groupes Dosage par la Dosage par la 
méthode en milieu méthode de diffusion 

~ thérapeutiques liquide verticale 

Groupe II 
a 

INH 0,5 mg << 0,06 pe <I 0,12 we 
Se OES Ea ee ee ae ie eens | 
Groupe III 

INH 0,5 mg “ OF 
+ PAS 30 mg 0,06 - 0,12 << Opie 
Groupe IV 

INH 0,5 mg 
+ PAB 30 mg 0,24 = 0,48 6,3 
Groupe V 

en 

INH 1 mg <= 0,06 Oe 
Groupe VI 

INH 1 mg 
+ PAS 30 «mg 


Groupe VII 


INH 1 mg 
+ PAB 30) «mg 


0,48 - 0,96 


Groupe VIII 


INH 2 mg- 


648 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


(tableau I), ou il s’agissait d’animaux non tuberculisés, On observe 
que si 0,5 mg d’INH seul ne permet pas d’obtenr un taux INH 
sérique décelable, l’adjonction de PAS ou de PAB a cette méme 
dose d’INH permet d’atteindre un taux de 0,06 a 0,12 wg avec le 
PAS, de 0,25 4 0,48 ug avec le PAB. Il faut enfin souligner 
qu’aussi bien pour la dose de 0,5 mg d’INH que pour celle de 
1 mg d’INH, l’accroissement du taux sérique est plus important 
lorsqu’on adjoint du PAB que lorsqu’on adjoint du PAS, 


C. — RE&SULTATS ANATOMIQUES ET BACTERIOLOGIQUES 
OBSERVES DANS LES DIFFERENTS GROUPES THERAPEUTIQUES. 


Le tableau IV rapporte l’ensemble des résullats. Hs sont 
exprimés pour chaque animal par l’indice lésionnel, le nombre 
des bacilles viables et la sensibilité de la souche isolée. 


1° Indice lésionnel et nombre de bacilles isolés. — On constate 
tout d’abord que les effets thérapeutiques sont d’autant meilleurs 
que la dose d’INH administrée est plus élevée. La comparaison du 
groupe II, traité par 0,5 mg d’INH, du groupe V, trailé par 1 mg 
d’INH, et du groupe VIII, traité par 2 mg d’INH, est 4 cet effet 
significative : les indices lésionnels et les nombres de bacilles 
isolés diminuent au fur et &4 mesure que la dose d’INH s'accroit. 

On constate également que l’adjonction de PAS ou de PAB 
&é une dose donnée d’INH permet d’obtenir de meilleurs résultats 
que la méme dose d’INH seul. L’exemple typique de cet effet 
est fourni par les rats traités par 0,5 mg d’INH. Lorsque cette 
dose est administrée seule, l’effet thérapeutique est pratiquement 
nul. Lorsque, au contraire, elle est associée soit au PAB, soit au 
PAS, Veffet thérapeutique est manifeste. A cet égard, il faut 
remarquer que ladjonction de PAB a l INH permet a chaque fois 
d’obtenir de meilleurs résultats que l’adjonction de PAS. 


Si on compare maintenant les résultats bactériologiques avec 
les taux d’INH sérique, on constate dans l’ensemble un parallé- 
lisme assez grand (fig. 1). Dans le groupe des animaux ayant 
un taux @INH supérieur 4 0,12 pg, les populations bacillaires 
sont les plus faibles. A lVinverse, le groupe d’animaux qui a les 
taux d’INH les plus bas (< 0,12 pg) a aussi les populations bacil- 
laires les plus nombreuses. A l’intérieur de ce groupe, les ani- 
maux ayant un taux d’INH sérique non décelable (groupe témoin 
non traité, et groupe traité par 0,5 wg d’INH seul) ont les popu- 
lations bacillaires les plus élevées (> 10’). Il est done trés vrai- 
semblable que les taux d’isoniazide plus élevés sont bien Ja cause 
des résultats bactériologiques meilleurs. 


On remarquera toutefois que la diminution du nombre des 
bacilles n’est pas étroitement proportionnelle a l’auementation des 
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taux (INH. Par exemple, les animaux du groupe IV (traités par 
0,5 mg d@INH + 30 mg de PAB) ont un taux sérique d’INH de 
0,24 a 0,48 pg/ml, mais leur population bacillaire est plus élevée 
que celle des animaux des groupes VI (traités par 1 mg d@’INH + 
30 mg de PAS) et VIII (traités par 2 mg d’INH seul), dont les taux 
sont de 0,12 et 0,24 ug d’INH/ml. 

Les résultats sont cependant, dans l’ensemble, trés concordants : 
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Fic. 1. — Nombre médian de bacilles tuberculeuz isolés de poumons de rats apres 


divers traitements comportant tous de Visoniazide, en fonction du taux sanguin 
d’isoniazide actif réalisé par ces traitements. (En abscisses, taux sérique ; en ordon- 
nées, log. nombre médian de bacilles.) — I, Témoins non traités ; I], INH, 0,5 mg; 
III, INH, 0,5 mg + PAS, 30 mg ; IV, INH, 0,5 mg + PAB, 30 mg; V, INH, 1 mg; 
VI, INH, 1 mg + PAS, 30 mg ; VII, INH, 1 mg + PAB, 30 mg ; VIII, INH, 2 mg. 


la corrélation entre les taux (INH et les résultats bactériologiques 
est manifeste. 


2° Sensibilité des souches. — La sensibilité 4 ?INH des souches 
isolées des rats traités est variable : on note un nombre non négh- 
geable de souches résistantes. Une relation apparait entre Pimpor- 
tance des populations bacillaires et leur sensibilité 4 Visoniazide. 
Lorsque les bacilles sont tres nombreux (> 10°), les souches sont 
toutes sensibles. Lorsque les bacilles sont trés rares (< 10°), les 
souches sont également toutes sensibles. Dans les cas intermé- 
diaires, ot! les bacilles sont peu ou moyennement nombreux (entre 
10? et 10°), les souches sont tantot sensibles, tantot résistantes. 
On peut admettre que cet état de choses répond 4 différents stades 
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du processus de destruction de la population bacillaire sensible 
et, éventuellement, de multiplication des mutants résistants sélec- 
lionnés, Lorsque Je processus est encore peu avancé, la popula- 
tion trouvée est nombreuse et de nature sensible. Lorsque le 
processus est tres avancé, la population est minime : quelques 
rares bacilles persistent, sensibles. Enfin, lorsque le processus 
est moyennement avancé, Ja population est de moyenne abon- 
dance, répondant, soit & un stade intermédiaire aux deux précé- 
dents, auquel cas les bacilles sont sensibles, soit 4 la multipli- 
cation commencante des mutants résistants sélectionnés, auquel 
cas les bacilles sont résistants, en totalité ou partiellement. Le 
fait qu’il puisse y avoir des populations résistantes dans les 
groupes ott le PAS est associé 4 INH ne doit pas surprendre, 
puisque le PAS n’agit pratiquement pas sur les populations bacil- 
laires du rat: il ne saurait donc empécher la multiplication des 
mutants isoniazido-résistants sélectionnés. 


III. — DISCUSSION 


Les expériences qui viennent d’étre rapportées démontrent que 
si des doses d’INH actives dans de nombreuses espéces animales 
sont inactives chez le rat, ce fait est di a ce que ces doses d’INH 
réalisent chez le rat des taux sanguins d’INH libre insuffisants. 
En effet, a des doses @INH (8,5 4 4 mg/kg) qui, en traitement 
prophylactique, s’avérent efficaces chez la souris [49], le cobaye [48] 
et, Jusqu’a un certain point, le singe [22], correspondent chez le 
rat des taux sériques d’INH non décelables biologiquement, et un 
effet nul en traitement prophylactique. Par contre, a des doses 
plus élevées d’INH (7 a 15 mg/kg) correspondent des taux sériques 
d’INH appréciables et un effet thérapeutique considérable. 

Le fait que l’améloration des résultats thérapeutiques sous 
Veffet de l’accroissement de la dose d’INH est bien due a l’éléva- 
tion du taux sérique d’INH actif est encore démontré par les 
effets de administration simultanée d’INH et de PAS, ou d’INH 
et de PAB : on a vu que si l’on adjoint du PAS ou du PAB & une 
dose d’INH en elle-méme insuffisante, on oblient un taux d’INH 
sanguin notable et un effet thérapeutique manifeste. 

Le fait que des doses d’INH efficaces dans d’autres espéces ne 
produisent point de taux d’INH actif décelables dans le sang, 
et n’ont aucun effet sur la tuberculose du rat, démontre que 
Vinactivation de Visoniazide est particuliérement prononcée dans 
cette espéce. On a vu plus haut que le principal mode d’inacti- 
vation de PINH in vivo est lacétylation [9, 40] et que l’adminis- 
tration simultanée de certaines substances, qui subissent elles 
aussi une acétylation dans l’organisme, diminue la part d’isonia- 
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zide acétylé, par un processus de compétition dans Vacétylation, 
Tel est bien, selon toute vraisemblance, le principal mécanisme 
par lequel le PAS et le PAB permettent 4 des doses d’INH en 
eae insuffisantes de devenir efficaces dans la tuber- 
culose du rat. ‘L’intervention d’un mécanisme de synergie anti- 
bactérienne directe des deux médicaments est peu vraisemblable. 
Ce mécanisme serait vraisemblable si seul le PAS permettait a des 
doses d’INH en elles-mémes insuffisantes de devenir efficaces. 
Mais l’association & VINH de PAB a un effet identique, et l’on 
sait que le PAB, au contraire du PAS, a une action antibacillaire 
nulle dans toutes les espéces. Dans certaines conditions expéri- 
mentales, Urbancik [25] et Kubala [43} ont méme noté, in vitro et 
in vivo, une légére action favorisante du PAB sur la multiplica- 
tion du baecille tuberculeux. C’est done bien par une intervention 
dans le métabolisme de Visoniazide, et non par une action direc- 
tement antibacillaire, que le PAS et le PAB exercent selon toute 
vraisemblance leurs effets dans la tuberculose du rat. 

Il est possible que certaines observations faites chez le cobaye 
par Gernez-Rieux et ses collaborateurs [4] (excellents effets théra- 
peutiques obtenus par l’adjonction de PAS a une dose d’INH 
inefficace a elle seule) ressortissent du méme mécanisme. 

Les faits qui viennent d’étre rapportés ont certaines analogies 
en tuberculose humaine. I] existe chez homme de grandes diffé- 
rences indwviduelles en matiére d’inactivation de lisoniazide {4, 
2 bis, 5, 12, 26]. De ce fait, Jes taux d’isoniazide actif que l’on 
trouve dans le sérum sanguin aprés administration d’une méme 

dose d’INH varient considérablement dun sujet a lautre. 

Chez certains sujets, appelés inactivateurs rapides, les taux 
sanguins d’INH actif obtenus par l’administration de la dose 
thérapeutique habituelle d@INH (800-400 mg/jour) sont anorma- 
lement bas. Cet état de choses est constitutionnel {4, 9]; il existe 
chez 10 a 20 p. 100 de l'ensemble des sujets ; sa fréquence varie 
peut-étre selon les races [8]. Chez de parecils sujets, l’augmenta- 
tion du taux d’isoniazide actif, obtenue soit par |’admuinistration 
de plus fortes doses d’isoniazide, soit par ladjonction de PAS, 
améliore Vefficacilé de VINH-thérapie dans le traitement de la 
tuberculose pulmonaire [42, 45, 20, 24]. On voit donc qu’en 
matiére d’accessibilité a lV’INH-thérapie, la tuberculose du rat 
reproduit dans sa généralité l’état de choses qui existe chez 
Vhomme dans certains cas particuliers. Toutefois, méme limitée 
a ces cas, lanalogie n’est pas totale. Chez le rat, le PAS employé 
seul a une dose qui, en association avec INH, améliore signifi- 
cativement les résultats de VINH-thérapie, n’a_ pratiquement 
aucune action sur la tuberculose ; ce qui tient peut-étre en partie 
& ce que le siége des bacilles tuberculeux est, chez Je rat, 
a prédominance intracellulaire, et que le PAS n’agit sur des 
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bacilles intracellulaires qu’ des concentrations rarement atteintes 
in vivo [44]. A Vinverse, le PAS administré seul exerce chez 
Vhomme une action appréciable sur la tuberculose, ce qui tient 
peut-étre a ce que le siége des bacilles est, chez homme, en partie 
extracellulaire : lors de ladministration de Vassociation INH- 
PAS, une action antibacillaire propre du PAS s’ajoute done chez 
Vhomme a l’action modificatrice que cette substance exerce sur 
le degré d’inactivation de Visoniazide. 

Malgré cette différence importante, l'étude de la tuberculose du 
rat soumise a l’isoniazide est d’un grand intérét. Elle fournit un 
modéle expérimental trés précieux pour l’exploration des divers 
phénoménes (effet thérapeutique meilleur, sélection de mutants 
résistants différents, etc.) qui se produisent dans de nombreuses 
espéces, et tout particuliérement chez homme, lorsque, par des 
moyens divers, on accroit le taux sérique d’INH lors du traitement 
de la tuberculose. Surtout, mieux que la tuberculose de l’homme, 
la tuberculose du rat permet de déceler ce qui, dans les chan- 
gements observés, est da en propre a l’action de l’isoniazide, et 
non point a celle d’autres substances simultanément admuinistrées. 


RESUME. 


Ce travail rapporte deux séries d’expériences. 

Dans la premiére, l’existence d’un inactivation de ’INH chez 
le rat est recherchée, et l’importance de cette inactivation est pré- 
cisée par des dosages d’INH actif dans le sérum sanguin chez des 
animaux traités par des doses variables d’INH seul et d’INH 
associé au PAS ou au PAB. L’inactivation de VINH se révéle trés 
importante chez le rat : des doses de 3,5 4 4 mg/kg d’INH seul 
ne déterminent pas de taux sanguins d’INH décelables ; mais des 
doses supérieures, de 7-8 mg/kg et de 15 mg/kg, produisent des 
taux sanguins mesurables. L’adjonction 4 VINH de PAS ou de 
PAB, médicaments connus pour leur action de compétition avec 
PINH dans l’acétylation, permet d’obtenir des taux d’INH san- 
guin plus élevés que ceux obtenus avec la méme dose d’INH seul. 


Dans la deuxiéme série d’expériences, les résultats du_trai- 
tement de la tuberculose du rat par diverses doses d’INH seul ou 
associé au PAS ou au PAB sont étudiés sur le plan anatomique 
et bactériologique. Avec une dose de 3,5 & 4 mg/kg d’INH, qui 
ne produit pas de taux sanguin d’INH actif décelable, les résul- 
tats thérapeutiques sont nuls. Avec, soit des doses d’INH plus 
élevées (7-8 mg/kg et 15 mg/kg), soit l’adjonction 4 VINH de PAS 
ou de PAB, les résultats thérapeutiques sont trés améliorés. Une 
relation élroite existe entre les taux sanguins d’INH actif atteints 
au cours de ces traitements et les résultats obtenus. 
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SUMMARY 


INACTIVATION OF ISONIAZID IN THE RAT, 
INFLUENCE ON THE RESULTS OF TUBERCULOSIS CHEMOTHERAPY 
IN THIS ANIMAL SPECIES. 


Two series of experiments are described. 


In the first series, the existence of INH inactivation in rats is 
studied and the importance of this inactivation precised by 
means of assays of active INH in the serum of animals treated 
with various doses of INH alone, or INH + PAS or PAB. The 
inactivation of INH is very important in rats : 3,5 to 4 mg/ke of 
INH alone do not induce demonstrable INH blood levels ; but 
higher doses, 7 to 8 mg/kg and 15 mg/kg yield measurable 
blood levels. The addition of PAS or PAB (both drugs exercising 
a competitive activity with INH for acetylation) allows to obtain 
INH blood levels higher than those of the same INH dose alone. 


In the second series of experiments, the bacteriological and 
anatomical results of the treatment of tuberculosis in rats with 
various doses of INH alone or INH + PAS or PAB, are studied. 
With an INH dose of 3,5 to 4 mg/kg, which does not allow to 
demonstrate the drug in the blood, the therapeutical results are 
nil. If the INH doses are increased (7 to 8 mg/kg and 15 mg/kg), 
or if PAS or PAB is added to INH, the results are markedly 
improved. A close relationship exists between active INH blood 
levels obtained in the course of these treatments, and the results 
observed. 
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RECHERCHES SUR LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES, 


A LA NITROFURANTOINE ET AUX SULFAMIDES, 
DE BACTERIES DU GROUPE DES KLEBSIELLA 


par A. LUTZ et A. SCHAEFFER (*). 


(Laboratoire Départemental de Bactériologie de Strasbourg 
[Directeur : D* A. Lurtz)) 


La gravité de certaines infections 4 Klebsiella, et en particulier 
de celles relativement fréquentes du tractus urinaire [4], nous a 
incités & rechercher la sensibilité aux antibiotiques, a la nitro- 
furantoine et aux sulfamides de 100 souches de ce groupe dont 
Aerobacter aerogenes et Kl. pneumoniae sont des représentants 
typiques. 

Voici la provenance des souches étudiées : 

_PUS CONTENU 
CRACHATS URINES SANG DABCES ASCITE BILE PEAU SELLES GORGE VAGINAL 


27 63 | 3 l l | 1 | | 


Longtemps confondus avec les autres bacilles coliformes, les 
germes de ce groupe prennent ces derniers temps un intérét plus 
particulier, Pour Talbot [2] ces germes, comme les Cilrobacter, 
occasionnent plus fréquemment des infections que les Escherichia. 
Un fort pourcentage de Klebsiella a été isolé dans les urines de 
paraplégiques, en particulier par Warner {3], Owen [4], et dans 
des cas de lésions obstructives amenant la stagnation urinaire, 
comme Vavaient décrit Coleman et Taylor [5] en 1949, Pour 
Wilhelm et ses collaborateurs [6], les infections du tractus urinaire 
par ces germes sont plus fréquentes qu’on ne le croit. Elles 
peuvent donner lieu 4 de graves complications lors de l’interven- 
tion, et on a signalé des endocardites & Klebsiella faisant suite 
a des prostatectomies. Au cours de ces derniéres années nous 
avons constaté une augmentation de ces germes, ce qui concorde 
avec les données de Wilhelm et Orkin [7] qui avaient déja attiré 
Vattention en 1949 sur l’augmentation du nombre de cas ou ce 
type de coliforme se montrait trés pathogéne. 

La fréquence des infections 4 Klebsiella a amené Yrskov [8] 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 décembre 1959. 
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a faire une étude détaillée des types biochimiques de 400 souches, 
toutes isolées d’urines. Cet auteur a constaté que la distribution 
des types de souches provenant des différentes salles, et en parti- 
culier des salles d’hommes du pavillon chirurgical, était uniforme. 
D’ot il conclut que la fréquence était probablement due a des 
surinfections secondaires. Yrskov et ses collaborateurs {9} pensent 
que la fréquence de ces surinfections peut étre due partiellement 
au fait que les Klebsiella survivent mieux que les Escherichia coli 
a la dessiccation et a l’exposition a la lumiére solaire. 

Par ailleurs, le passage rapide des infections 4 Klebsiella sen- 
sibles aux antibiotiques aux formes résistantes semble jouer un 
rdle important dans leur persistance. 

[La fréquence de bactéries du groupe des Klebsiella dans le 
tractus intestinal a été controversée. Baehr {40} et ses collabora- 
teurs ont trouvé fréquemment K. pneumoniae dans le tractus intes- 
tinal. Kendall [44] a isolé ce type plus fréquemment des selles 
d’enfants que d’adultes. Dudgeon [12] le signale dans 5,5 p. 100 
des cas. Pour Murray [43], Paine [14] et leurs collaborateurs, son 
incidence dans le tractus digestif serait faible, ainsi que chez 
Vadulte normal, comme l’ont montré Lind et Allan [45]. 


Des cas de péritonite dus a ce germe ont été signalés. De son 
coté, Walcher (416, 17] a rapporté des cas de diarrhées infantiles 
dus € ce germe. 

Sur 2 466 coprocultures, nous avons isolé des germes de ce 
groupe cent quatre-vingt-quatorze fois, c’est-a-dire dans 6,5 p. 100 
des cas. 

Notons enfin qu’au cours d’une épidémie, provoquée par Acro- 
bacter aerogenes Ocko-Cetkovic [48], ce germe a été isolé a partir 
des frottis pharyngés de tous les enfants atteints, a partir des 
foyers broncho-pneumoniques des cas mortels et A partir de l’urine 
et des selles de quelques cas de septicémie. Récemment, de 
Gennes [49] et ses collaborateurs ont rapporté un cas de ménin- 
gite a4 Klebsiella et ont insisté & ce sujet sur l’importance du 
terrain dans |’éclosion des méningites dues & ces germes. 


RESULTATS DES TESTS DE SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES, 
A LA NITROFURANTOINE ET AUX SULFAMIDES. 


Nous avons utilisé, pour la recherche de la sensibilité aux anti- 
biotiques et a la nitrofurantoine, la méthode des dilutions en 
bouillon nutritif & pH 7,2-7,3, et pour celle de la sensibilité aux 
sulfamides la technique des disques (I. P.), en particulier pour 
la sulfaméthoxypyridazine (7.522 R. P.). 


Le tableau I résume nos résultats en ce qui concerne la bacté- 
riostase par les antibiotiques et la nitrofurantoine. 
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Tasrrau I. — G.M.I. en y»g/ml. 
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Comparons les pourcentages de nos souches sensibles aux anti- 
biotiques tels qu’ils découlent des données ci-dessus 4 ceux de 
Waisbren [20]. 
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Tapreau Il. — Nombre de souches sensibles p. 100. 
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Cet auteur avait noté en 1957 que la plupart des souches étaient 
sensibles au chloramphénicol et a la néomycine et a souligné 
Vintérét de l'association chloramphénicol-oxytétracycline. 
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L’analyse de nos résultats montre que : 


1° 60 p. 100 de nos souches résistent 4 la dihydrostreptomycine. 
De leur cdté, Frank et ses collaborateurs [24] ont trouvé compa- 
rativement plus de souches d’A. aerogenes résistantes 1 la strepto- 
mycine que de souches d’£. coli ; cependant les taux d’inhibition 
des souches sensibles a cet antibiotique sont nettement inférieurs 
aux C.M.I. des souches de colibacilles. 


En 1957, Waisbren {20} notait déja 68 p. 100 de souches résis- 
tantes A cet antibiotique : elles se développent souvent au cours 
du traitement. 


2° Le chloramphénicol a été employé avec succés par de nom- 
breux auteurs. Des pourcentages de sensibilité trés divers ont été 
relatés. Dans notre statistique, nous n’avons pu trouver actuel- 
lement dans notre région que 34 p. 100 de souches trés sensibles. 


3° 83 4 85 p. 100 des souches sont sensibles aux tétracyclines. 
Seymour [22] et ses collaborateurs ont obtenu de bons résultats 
cliniques avec lauréomycine dans le traitement des infections du 
tractus urinaire. 


4° 2 p. 100 des souches résistent & la néomycine, a la framy- 
cétine et & la kanamycine: il s’agit d’une résistance croisée. 
Poth {23] s’est heurté, au cours d’essais d’antisepsie intestinale, 
a la persistance de souches d’Aerobacter aerogenes résistantes a la 
néomycine dans 10 p. 100 des cas. 


5° Toutes nos souches sont sensibles a la polymyxine B et a la 
colimycine. Deux tiers des souches examinées par Epstein [24] 
étaient sensibles également & la polymyxine. De bons résultats 
cliniques ont été obtenus dans quatre infections urinaires 4 Kleb- 
stella, par Aboulker et Lassner [25]. 


6° Les taux d’inhibition des souches par la furadoine sont com- 
pris entre 10 et plus de 100 ug/ml. Cette substance a été utilisée 
avec succés dans le traitement de ces infections des voies urinaires 
par Stevrat et Rouve [26]. 


7° Sur 28 souches testées & Ja novobiocine, 13 seulement néces- 
sitaient moins de 100 pg/ml de cet antibiotique. 


En ce qui concerne les sulfamides, 47 p. 100 des souches étaient 
sensibles, 13 p. 100 peu sensibles et 40 p. 100 résistantes. Linzen- 
meier [27] a rapporté de son cété que sur 43 souches étudiées, 
la moitié environ résistait aux sulfamides. 


En ce qui concerne la bactéricidie des antibiotiques, voici quel- 
ques exemples, aprés quarante-huit heures de contact et repiquage 
sur gélose au sang, de tubes ne présentant pas de croissance 
apparente. 
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Le tableau III résume nos résultats. 

Les antibiotiques les plus bactéricides sont la polymyxine, la 
colimycine, la framycétine, la néomycine et Ja kanamycine. L’auréo- 
mycine est la moins bactéricide des tétracyclines. 


CoNCLUSION. 
Ce travail montre : 


1° Une nette recrudescence de la fréquence et la gravité des 
infections a Klebsiella et en particulier celles du tractus génito- 
urinaire 4 germes résistants. Leur résistance aux antibiotiques et 
aux sulfamides dépasse nettement celle des E. coli, en accord avec 
les données récentes de Lattimer et ses collaborateurs [28]. 

2° Du point de vue de Ja proportion des souches sensibles et 
de la bactéricidie, les antibiotiques peuvent se ranger comme suit : 

a) Polymyxine et colimycine ; 

b) Framycétine, néomycine et kanamycine (ces antibiotiques 
présentent entre eux une résistance croisée) ; 

c) Les tétracyclines ; 

d) Streptomycine et chloramphénicol. 

Il faut cependant noter les grandes variations possibles quant 
a la fréquence des souches sensibles selon les pays et les régions. 

3° L’intérét de l’établissement de l’antibiogramme et les services 


que peuvent rendre dans certains cas les sulfamides et Ja nitro- 
furantoine. 


SUMMARY 


Srupies on Klebsiella seNnstTIVITY TO ANTIBIOTICS, 
NITROFURANTOIN AND SULFANILAMIDES. 


The experiments demonstrate : 


1. A marked increase of the frequency and severity of infections 
induced by Klebsiella, particularly those of the genito-urinary 
tract and those caused by resistant germs. The resistance of 
Klebsiella to antibiotics and sulfanilamides is much higher than 
that of E. coli, a finding in good agreement with the recent data 
of Lattimer and coll. [28]. 


2. According to the percentage of sensitivity of the strains and 
bactericidy, the antibiotics can be classified as follows : 

a) Polymyxin and colomycin. 

b) Framycetin, neomycin and kanamycine (there exists a crossed 
resistance between these antibiotics). 

ce) Tetracyclins. 

d) Streptomycin and chloramphenicol. 
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Great variations may however exist in the frequency of sensitive 
strains according to different countries or regions. 


3. The establishment of the antibiogram is very important, and 
the sulfanilamides and nitrofurantoin may also be, in certain cases, 
very useful. 
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SUR LA PHAGOCYTOSE JN VITRO DES BACTERIES 
PAR LES LEUCOCYTES DE COBAYE 


Il. AVIDITE DES PHAGOCYTES POUR LES BACTERIES 
par R. LINZ et E. MANDELBAUM (*). 


(Laboratoire de Bactériologie de VUniversité Libre de Bruzelles 
et Laboratoire de Biologie Clinique 
de lHépital Universitaire Saint-Pierre, Brucelles). 


Dans le mémoire précédent [4], nous avons examiné certains 
aspects quantitatifs de la phagocytose in vitro de bactéries non 
pathogénes par les leucocytes de cobaye. Nous avons souligné 
que, dans les meélanges leucocytes-bactéries, des leucocytes 
capables de phagocytose (L. p.), vides de tout microbe, persistent 
a cdté d’autres L. p. qui en contiennent plusieurs, parfois plus 
de 50 ou méme de 100. Cette coexistence est particuliérement 
frappante la ot il y a beaucoup de bactéries (rapport B/L grand) 
et ot lindex phagocytaire est plus grand que 1, c’esta-dire ott en 
moyenne, un L. p. a phagocyté plus d’un germe. 

Le but du présent mémoire est d’étudier cette coexistence. 


I. — TECHNIQUES. 


Les techniques sont celles qui ont été exposées dans le mémoire 
précédent [4]. Il y a cependant deux différences : 

Dans les expériences successives de phagocytose, les mélanges de 
leucocytes et de bactéries sont portés au bain-marie A 38° A deux 
reprises, chaque fois pendant vingt minutes. La deuxiéme dose de 
bactéries est ajoutée dans les tubes au bain-marie ; les tubes ne sont 
retirés que pour un brassage rapide. A l’expiration des qwuarante 
minutes d’incubation un certain degré de digestion et de lyse se mani- 
feste parmi les bactéries introduites en premier lieu et déja phagocytées 
aprés vingt minutes ; il est heureusement encore faible et géne peu la 
lecture. Néanmoins, dans les L. p. contenant beaucoup de _ bactéries, 
le dénombrement est toujours difficile et il se peut que le compte exact 
soit parfois un peu plus grand que dans nos protocoles. De toutes 
maniéres, nous avons préparé les mélanges témoins supplémentaires 
rendus nécessaires par les deux incubations. 


(*) Manuscrit recu le 2 décembre 1959. 
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Le nombre d’essais 4 faire avec chaque suspension de leucocytes 
étant petit, contrairement d ce qui se passait dans les essais du mémoire 
précédent, nous pouvions employer la méme suspension pour une 
expérience compléte. On n’est donc pas obligé de suivre le schéma 
proposé par Martin [4]. 

Pour chaque essai, deux frottis colorés ont été préparés comme 
précédemment. Sur ces frottis, 500 L.p., pris au hasard, ont été 
examinés, el les proportions ont été calculées d’aprés les observations 
faites. 


De Resunrans: 


La richesse inégale en bactéries des L. p. d’un mélange leuco- 
cytes-bactéries peut théoriquement étre due a l'une des quatre 
causes sulvantes : 


a) Les mélanges leucocytes-bactéries, malgré le brassage soi- 
gneux, peuvent étre hétérogénes. Certains L. p. trouveraient alors 
beaucoup de bactéries a leur portée, d’autres aucune. Par 
exemple, sil y a des agglomérats de leucocytes, les bactéries, 
abondantes a la périphérie, ne pénétreraient pas dans le centre. 
Cependant, nous n’avons observé au microscope que trés peu 
d’agglomérats a |’état frais. Dans les frottis, fixés et colorés, les 
amas sont rares. En outre, ]’on voit autant de bactéries extra- 
Jeucocytaires dans |’intérieur qu’a l’extérieur de ces amas. 

b) Des phagocytes pourraient paraitre vides parce que les bac- 
léries intraleucocytaires se seraient lysées. Mais, si nous avons 
choisi une durée d’incubation de vingt minutes a 38°, c’est parce 
que la lyse ne se manifeste pratiquement pas encore a ce moment ; 
elle devient plus fréquente par la suite. D’ailleurs, la lyse trans- 
forme d’abord les bactéries en une ombre et lorsque celle-ci a dis- 
paru, une vacuole persiste longtemps. Dans des leucocytes ne 
contenant pas beaucoup de bactéries, ces ombres et vacuoles sont 
particuliérement faciles 4 distinguer. Or, il n’y en avait aucune 
dans les L. p. considérés comme vides. 

c) Certains L. p. pourraient étre altérés et leur aptitude a la 
phagocytose pourrait avoir diminué ou méme avoir disparu. La 
morphologie des 'L. p. dépourvus de bactéries n’a pas changé, 
mais cela ne constitue contre cette hypothése qu’une objection “de 
faible valeur. 


d) L’aptitude a la phagocytose des L. p. intacts pourrait étre 
inégale : certains seraient capables de ty eae plus de bac- 
téries que d'autres L. p., morphologiquement identiques. On pour- 
rait méme imaginer que des L. p. qui n’ont pas phagocyté des 
bactéries d’une espéce, phagocyteraient facilement des bactéries 


d’une espéce différente. 
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Les deux premiéres hypotheses semblent exclues pour les motifs 
invoqués. Pour choisir entre les deux autres, faisons les trois 
expériences suivantes : 

a) Des leucocytes seront mélangés successivement avec deux 
doses d’une méme espéce bactérienne ; 


b) Des leucocytes seront mélangés avec un mélange de deux 
bactéries aisées 4 distinguer : un colibacille et un staphylocoque ; 

c) Des leucocytes seront mélangés d’abord avec Pune des bac- 
téries, par exemple le colibacille, puis avec l'autre (staphylo- 
coque), et inversement. 

Si la physiologie des L. p. vides de bactéries est altérée, ils 
resteront vides; s’ils sont capables de phagocyter un type de 
bactéries, mais pas un autre, on verra qu’ils ne resteront pas 
vides et qu’ils feront une distinction lorsqu’on les mélangera avec 
des bactéries de plusieurs espéces différentes. 


Expirrence n° 1, — Phagocytose de doses successives de bac- 
téries dune seule espéce. 


Les leucocytes ont été employés 4 concentrations moyenne ou 
faible (10 000 et 2500 par millimetre cube respectivement), les 
bactéries A concentrations fortes, afin que la phagocytose soit 
suffisamment intense. Les résultats sont semblables dans les deux 
cas et nous nous limiterons & la description des mélanges 4 concen- 
tration faible de leucocytes. 

Les bactéries (EZ. coli K12 ou St. albus Twort) sont mises en 
suspension deux fois moins dense que précédemment (environ 
6 x 10° colibacilles ou 9 x 10® staphylocoques par millimétre 
cube), puisque ces suspensions sont offertes deux fois aux leuco- 
cytes. 

Dans cing des petits tubes usuels, on verse 0,45 cm’ de suspen- 
sion leucocytaire. On ajoute : 


Au premier tube : 0,05 cm* de suspension bactérienne ; on laisse 
vingt minutes au bain-marie 4 38°. 

Au deuxiéme tube : 0,10 cm’ de suspension bactérienne ; on laisse 
vingt minutes au bain-marie a 38°. 

Au troisiéme tube : 0,05 cm* de suspension bactérienne ; on laisse 
quarante minutes a 38°. 


Au quatriéme tube : 0,10 em’ de suspension bactérienne ; on laisse 
quarante minutes a 388°. 

Au cinquiéme tube : 0,05 cm’ de suspension bactérienne ; on laisse 
vingt minutes 4 38°, puis on ajoute 0,05 cm* de suspension des 
mémes bactéries ; nouvelle incubation & 38° pendant vingt 
minutes, 


Les quatre premiers mélanges sont des témoins du cinquiéme. 
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A la fin des périodes d’incubation, on centrifuge et prépare des 
trots comme précédemment. 


ll n’y a pas de différence importante entre les résultats obtenus 
avec E, coli K12 et avec St. albus Twort. Aussi nous contenterons- 
nous du cas du colibacille (tableau I). Lorsque V’incubation est 
de quarante minutes, certains germes intraleucocytaires ont com- 
mencé a se lyser; on trouve des ombres, parfois des vacuoles. 
Nous les avons comptées au méme titre que les bacilles intacts. 


Tasreau J. — Phagocytoses successives d’E. coli Ki2. (Suspensions 
leucocytaires : 2500 par millimétre cube ; E. coli : environ 6.105 
par millimétre cube.) 
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On voit que le nombre de bactéries phagocytées augmente 
lorsque le temps dincubation est porté de vingt & quarante 
minutes ; il augmente également, mais moins, lorsque les concen- 
trations bactériennes sont doublées. La phagocytose est la plus 
forte lorsque les bactéries sont ajoutées en deux doses (tube 5). 
La fréquence des L. p. trés riches en bactéries a augmenteé : 
57 p. 100 des L. p. du tube n° 5 contiennent 20 bactéries ou 
davantage, contre 31 p. 100 des L. p. du tube n° 1; 19 p. 100 
de L. p. du tube n° 5 contiennent 50 bacilles ou davantage, contre 
4 p. 100 des L. p. du tube n° 1. Tout se passe comme si, dans 
ces mélanges, certains L. p., déja bien remplis de microbes, en 
phagocytaient encore de nouveaux. 
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La proportion des L. p. «vides » décroit lorsqu’on prolonge 
l'incubation, et plus encore lorsqu’on ajoute les bactéries en deux 
doses successives : elle est de 22 p. 100 dans le tube n° 1 et de 
8 p. 100 dans le tube n° 5. Les L. p. « vides » sont done doués 
d’aptitude phagocytaire; tout se passe comme s’ils exergaient 
celle-ci moins rapidement que d’autres L. p. On pourrait dire 
qu’ils manifestent une avidité moindre pour les bactéries qu’on 
leur a proposées, 

Le manque d’avidité pour le colibacille s’accompagne-t-il d’un 
manque d’avidité pour le staphylocoque, ou bien ces ecaractéres 
n’ont-ils aucune relation entre eux ? La réponse a cette question 
est fournie par Jes expériences suivantes. 


EXPERIENCE n° 2. — Phagocytose d'un mélange de bactéries. 

A 0,45 cm® de la méme suspension de leucocytes (2500 par 
millimétre cube) que ci-dessus, on ajoute 0,05 cm* d’un mélange 
i parties égales d’E. coli K12 et de St. albus Twort, contenant, 
par millimétre cube, environ 6 x 10° colibacilles et 9 x 10® staphy- 


Tasteau If. — Phagocytose d'un mélange d’E. coli K12 et de St. albus 
Twort (Incubation de vingt minutes). Pourcentages des L. p. conte- 
nant les nombres indiqués de germes. 
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(*) Dans les totaux des colonnes verticales et horizontales ne sont pas complés 


les L. p. qui ne contiennent ni colibacilles, ni staphylocoques. 
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locoques. A deux reprises, aprés vingt et quarante minutes a 38°, 
on prépare des frottis et on compte séparément les colibacilles et 
les staphylocoques que 500 L. p. ont ingérés. Les résultats sont 
condensés dans les tableaux II (incubation de vingt minutes) et III 
(incubation de quarante minutes). Ils sont semblables, mais la 
phagocytose s’intensifie avec la prolongation de l’incubation. 


Comme ces tableaux doivent servir surtout & la comparaison 
avec les tableaux IV et V ot sont résumés les résultats des phago- 
cytoses successives d’Z. coli et de St. albus, Vincubation de qua- 
rante minutes est la plus importante ; pour éviler les répétitions, 
c’est elle que nous allons commenter (tableau III). 


Tasteau II]. — Phagocytose d’un mélange d’E. coli K12 et de St. albus 
Twort (Incubation de quarante minutes). Pourcentages de L. p. 
contenant les nombres indiqués de germes. 
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(*) Mémes remarques que pour le tableau II. 


Il ne faut pas attacher de valeur exagérée a chacun des chiffres : 
500 L. p. ont été étudiés pour ce pénible comptage différentiel, 
mais le nombre des catégories est trés élevé et le nombre des cel- 
lules appartenant a chacune est petit ; la marge d’erreur est done 
considérable. D’autres expériences ont fourni d’autres chiffres, 
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mais certains traits généraux sont fidélement reproduits et ce sont 
eux qu'il faut dégager. 

a) D’abord, il persiste des L. p. « vides », qui n’ont phagocyté 
ni colibacilles, ni staphylocoques. 

b) Ensuite, la plupart des L. p. qui ont pris part a la phago- 
cytose (70 p. 100) contiennent les deux sortes de bactéries ; beau- 
coup contiennent 20 germes ou plus de l’une des sortes et, en 
outre, plusieurs de l’autre sorte ; en particulier, 6 p. 100 contien- 
nent plus de 20 bactéries de l'une et plus de 20 bactéries de 
autre. Tout se passe comme si ces L. p. étaient particuli¢rement 
aptes a la phagocytose. 

c) Enfin, une proportion élevée de L. p. en contact, a la fois, 
avec des colibacilles et des staphylocoques, n’englobent que les 
uns ou les autres : environ 15 p. 100 ont phagocyté des colibacilles 
et refusé les staphylocoques, et 10 p. 100 ont phagocyté des staphy- 
locoques et refusé les colibacilles. Ce n’est pas faute de trouver 
les uns aussi bien que les autres a portée immédiate : sur les 
frottis, ces L. p. sont entourés des deux espéces de bactéries ; il 
arrive méme qu’un germe de l’espéce refusée soit accolé a un 
leucocyte, mais sans y avoir pénétré. 

Il faut donc admettre que certains 'L. p. préférent une bactérie 
a une autre. A ce propos, les polynucléaires neutrophiles phago- 
eytent plus facilement les bactéries que les éosinophiles. Nous 
croyons avoir observé que, dans les mélanges de leucocytes avec 
un trés grand nombre de bactéries, les monocytes, 4 partir du 
moment ou ils prennent part a la phagocytose, s’emparent plus 
facilement de staphylocoques (souche Twort) que de colibacilles 
(souche K12): toutes choses égales d’ailleurs, lorsque les bac- 
téries sont des staphylocoques, ils en contiennent un plus grand 
nombre que lorsque ce sont des colibacilles. De méme, Jorsqu’on 
ajoute aux leucocytes des mélanges a parties égales de staphy- 
locoques et de colibacillles, les monocytes semblent s’emparer 
plus volontiers des premiers que des seconds. Les neutrophiles ne 
font pas cette différence. Mais notre observation mériterait une 
enquéte plus approfondie. 


EXPERIENCE n° 8, — Phagocytoses successives de bactéries de 
deux espéces différentes. 


Avec 0,45 cm® de Ja méme suspension leucocytaire que dans 
les expériences n® 1 et 2, on a mélangé 0,05 cm* de suspension 
d’E. coli K12 ; apres vingt minutes a 38° on rajoute 0,05 cm* de 
la suspension de St. albus Twort. Aprés vingt minutes de nou- 
velle incubation & 38°, on prépare des frottis et on examine 
500 L. p. (tableau IV). 

Dans un essai similaire, la suspension de St. albus Twort a été 
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mélangée la premiére avec les leucocytes et celle d’E. coli K12 
a été ajoutée ensuite (tableau V). 

Plusieurs expériences fournissent des résultats comparables. 

Ici encore persistent des L. p. « vides » de toute bactérie. Ils 
sont moins nombreux dans le tableau IV (E. coli d’abord . 
14,8 p. 100) que dans le tableau V (St. albus d’abord : 31,0 p. 100). 
Mais cette différence n’est pas significative, elle ne vaut que pour 
le cobaye considéré : avec les leucocytes d’autres cobayes, c’est 
parfois Vinverse qui se produit. 

Les faits importants sont que : 

a) La plupart des L. p. qui ont englobé des bactéries d’une 
espéce d’abord, phagocytent encore des bactéries de l’autre espéce ; 

b) Une partie de L. p. qui ont phagocyté des bactéries de la 
premiere espéce refusent celles de Ja suivante ; 

c) Une partie des L. p. qui ont refusé les bactéries de la pre- 


miére espéce phagocytent celles de la suivante. 
Lorsque le colibacille est la premiére espéce (tableau IV), la 


Tanteau IV. — Phagocytoses successives d’E. coli Ki2 et de St. albus 
Twort : E. coli d’abord, St. albus ensuite. Pourcentages de L. p. 
contenant les nombres indiqués de germes. 
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(*) Mémes remarques que pour le tableau II. 
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moitié environ des L. p. contiennent des bactéries des deux 
espéeces (58,4 p. 100). Beaucoup des L. p. qui ont phagocyté des 
bacilles, méme en nombre élevé, sont donc capables de phago- 
cyter encore des staphylocoques. Cependant, un quart environ 
des L. p. ne contiennent que des bacilles. D’autre part, 6,4 p. 100 
de tous les L. p., soit 30 p. 100 environ des L. p. restés vides 
aprés la premiére incubation, ont refusé les bacilles (qui les envi- 
ronnent sur les frottis) et ont phagocyté les staphylocoques 
ajoutés plus tard au mélange. 


Tasreau V. — Phagocytoses successives de St. albus Twort et dE. 
coli K12 : St. albus d’abord, E. coli ensuite. Pourcentages de L. p. 
contenant les nombres indiqués de germes. 


Richesse en staphylocoques 


a 

@ 
qi 
q 
“di 
° 

5 ie) 
Q 
‘A 
qd 
° 

3) 

© 

a 

D 

® 
aq 
° 
onl 
e=] 


}Totaux || 1:2) Om ees CML OA 
| (x) | 
U U | 


“*) Mémes remarques que pour le tableau II. 


Lorsque le staphylocoque est ]a premiére espéce (tableau V), 
environ la moilié des L. p. (44,4 p. 100) se sont emparés des bac- 
téries des deux espéces ; certains de ceux qui contiennent beau- 
coup de microcoques ont phagocyté en outre des bacilles. Ici 
encore, 24,4 p. 100 des L. p. ont ingéré des staphylocoques et 
ont refusé les bacilles ajoutés ensuite, et 9,6 p. 100, au contraire 
(soit environ 20 p. 100 des L. p. restés vides aprés la premi¢re 
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incubation), ont refusé les staphylocoques introduits d’abord, mais 
ont phagocyté des colibacilles ajoutés ensuite. 

Dans d’autres expériences, ou des leucocytes d’autres cobayes 
ont été utilisés, des observations similaires sont faites. Bien 
entendu, les chiffres sont différents. Par exemple, le nombre de 
staphylocoques phagocytés par des ‘L. p. contenant des colibacilles 
peut étre plus petit que dans le tableau IV ; celui des colibacilles 
phagocytés par des L. p. contenant des staphylocoques peut étre 
plus petit que dans le tableau V ; la proportion des L. p. « vides » 
est souvent plus petite que dans ces deux tableaux, etc. 


Ill. — Discussion; 


Le probleme étudié ici est celui de la présence de L. p. « vides » 
a cété de L. p. remplis de bactéries, au sein des mélanges in vitro 
cde leucocytes de cobayes et de bactéries. 

Pourquoi certains L. p. sont-ils vides? On ne peut pas pré- 
tendre quwils ont contenu des bactéries et que celles-ci ont été 
complétement lysées ; le temps d’incubation choisi (vingt minutes 
a 388°) ne permet pas de lyse aussi complete. 

Il est trés peu probable que Vhélérogénéité des mélanges leuco- 
cytes-bactéries soit en cause : sur frottis, les L. p. « vides » sont 
entourés de bactéries, certaines méme collées a leurs parois ; 
@ailleurs, lorsqu’on met en présence des leucocytes un mélange 
intime de deux sortes de bactéries, certains L. p. phagocytent 
umiquement lune des sortes, d’autres l’autre sorte. 

Dans une autre hypothése, les L. p. « vides », bien que morpho- 
logiquement intacts, auraient subi une altération qui les rendrail 
inaptes a la phagocytose. Ceci non plus n’est pas vraisemblable = 
lorsqu’on prolonge l’incubation, ou bien qu’on rajoute une seconde 
dose de bactéries, de nombreux L. p. « vides » s’emparent des 
nouvelles bactéries ; ils sont done restés capables de phagocylose. 
e Yon prolongeait beaucoup le temps d’incubation, il est pro- 

bable que tous les L. p. « vides », ou la plupart d’entre eux, parti- 
ciperaient a la phagocytose ; mais l’observation est rendue pro- 
eressivement plus difficile par la lyse des bactéries intraleuco- 
cytaires. 

Les L. p. restés vides aprés vingt minutes d’incubation in vitro 
des mélanges leucocytes-bactéries semblent done ne différer des 
L. p. qui ont pris une part active & la phagocytose que par ce que 
nous proposons d’appeler une avidité plus faible pour ces bac- 
léries. 

En ajoutant & un mélange leucocytes-bactéries une deuxieme 
dose de bactéries de méme espéce, on force des L. p. moins avides 
&’ en phagocyter. En méme temps, la proportion des L. p. trés 
riches en bactéries augmente trés nettement ; les L. p. déja riches 
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tendent méme a devenir plus riches encore: en effet, dans les 
essais ot la deuxiéme dose de bactéries appartient 4 une autre 
espéce, on voit que beaucoup des deuxiémes sont phagocytées par 
des L. p. contenant déja un grand nombre des premiéres. 

Tout se passe comme si, méme déja bourrés de germes, certains 
L. p. phagocytaient plus volontiers, non seulement que les L. p. 
« vides », mais encore que des L. p. qui ont pris une part faible 
a la phagocytose. En d’autres termes, tout se passe comme si les 
L. p. les plus riches étaient plus avides que les L. p. les moins 
riches. 

Il y a donc des degrés dans l’avidité des L. p. Mais il existe 
aussi des différences qualitatives : mélangés avec des bactéries 
appartenant 4 deux espéces différentes, soit simultanément, soit 
successivement, les L. p. s’emparent, soit de bactéries des deux 
espéces indistinctement, soit de lune seulement. Certains L. p. 
semblent ainsi mieux adaptés 4 la phagocytose des bactéries d’une 
espéce que d’une autre et font preuve d’une avidité spécifique. 
L’avidité spécifique est surtout remarquable quand, dans les expé- 
riences ot l’on ajoute successivement des bactéries de deux espéces 
différentes, des L. p. phagocytent exclusivement l’espéce ajoutée 
en dernier lieu. 

‘Les polynucléaires neutrophiles phagocytent les bactéries plus 
rapidement que les éosinophiles et les monocytes; ils sont plus 
avides de bactéries. Il est possible que les monocytes, lorsqu’ils 
interviennent dans la phagocytose, s’emparent plus volontiers des 
staphylocoques de la souche Twort que des colibacilles de la 
souche K12. Mais, en général, on ne distingue pas de différences 
morphologiques entre des L. p. d’avidités différentes : parmi les 
polynucléaires neutrophiles apparemment identiques mis en _pré- 
sence de bactéries, les uns s’emparent d’un grand nombre, 
d’autres de quelques-unes de ces bactéries, d’autres encore restent 
vides ; si les bactéries appartiennent a des espéces différentes, on 
constate que certains polynucléaires neutrophiles sont plus avides 
des germes d’une espéce, les autres de ceux d’une autre. 


IV. — Conc.usions. 


1° Des expériences de phagocytose d’un mélange de bactéries 
de deux espéces différentes, ou de phagocytoses successives de 
deux doses de bactéries d’une seule espéce ou d’espéces diffé- 
rentes, montrent que les L. p. « vides» ne sont pas incapables 
de phagocytose : ils sont seulement moins avides que d’autres L. p. 


2° Les L.p. qui ont refusé les bactéries appartenant A une 
espéce peuvent manifester une avidité plus grande pour les bac- 
téries d’une autre espéce. Il existe probablement des différences 
qualitatives entre les leucocytes de morphologie semblable. 
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3° ‘Les L. p. les plus riches en bactéries sont aussi les plus 
avides et phagocytent volontiers de nouvelles bactéries de méme 
espéce et souvent d’espéce différente. 


4° I] existe donc des différences de spécificité et d’intensité dans 
l’avidité pour les bactéries des leucocytes capables de phagocytose. 


SUMMARY 


In vitro PHAGOCYTOSIS OF BACTERIA BY GUINEA PIG LEUCOCYTES. 


Il. — Aviwity OF PHAGOCYTES FOR BACTERIA. 


1. In the course of in vitro experiments on phagocytosis by 
guinea pig leucocytes in mixtures of E. coli and Staph. albus, or 
in presence of the two species successively, certain leucocytes 
remain « empty », not because they are incapable of phagocytosis, 
but because of a less pronounced « avidity ». 

2. Leucocytes which do not phagocyte bacteria of one species 
may possess a greater « avidity » for bacteria of other species. 
There probably exist qualitative differences between leucocytes 
showing the same morphology. 

3. The leucocytes containing the greatest number of bacteria 
are at the same time the most avid ones, and easily phagocyte new 
bacteria of the same species and often bacteria of other species. 


4, The leucocytes able to phagocyte may therefore show diffe- 
rences as to the specificity and intensity of their avidity for 
bacteria. 
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ETUDE QUANTITATIVE DE L’UTILISATION DES SUCRES 
PAR PASTEURELLA PESTIS SOUCHE E.V. 
EN SUSPENSIONS NON PROLIFERANTES 


ll. LE GLUCOSE. AUTODESTRUCTION, A 37°, DU POUVOIR DE DEGRADER 
LE GLUCOSE POUR LES GERMES CULTIVES A 26° 


par A. DODIN et E.R. BRYGOO (®). 


(Institut Pasteur de Madagascar 
[Directeur : J. CourpurtIER]) 


Le remarquable travail de Santer et Ajl [2] a élucidé bien des 
points du cycle biochimique du métabolisme du glucose par 
Pasteurella pestis. C’est un aspect particuher de l’expérimentation 
que nous avons étudié. 

Nous avons précisé le réle de la température 4 laquelle sont 
stockés les germes avant leur utilsation dans lappareil de 
Warburg. 


CONDITIONS EXPERIMENTALES. 


Nous avons travaillé dans les mémes conditions que pour |’étude 
du rhamnose [4]. 


R&SuLTATS. 


1° Réle de la température de stockage des germes avant le début 
de l’expérience. — Lorsque lon utilise des germes cullivés a 26° 
et stockés a + 4°, ’oxydation du glucose, considérée comme nor- 
male 4 37°, donne un Q,, de 88 microlitres. 

Si, a la sortie du réfrigérateur, les germes sont placés pendant 
une heure & 37°, la consommation d’oxygéne est beaucoup moins 
importante, le Qo, est de 55 microlitres. 

Si l'on augmente la durée du séjour 4 87°, on observe qu’aprés 
deux heures le Qo, n’est plus que de 28 microlitres tandis qu’apres 
trois heures aucune oxydation n’est plus décelable. 

Un séjour d’une heure 4 42° suffit pour supprimer toute oxy- 
dation du glucose par les germes cultivés 4 26°. ; 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 décembre 1959. 
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Tasreau I. — Germes cultivés & 26°, stockés 4 + 4°, mis en présence 
de glucose. 


TEMPERATURE | DUREE 


de |l’exposition avant 
expérimentation 


4° - 
37° 1h 
aye 2h 
Sia 3h 
42° ih 


Tout se passe donc comme e6'il y avait une autodestruction 
rapide, a 37°, du pouvoir d’utiliser le glucose des germes cultivés 
26°. 

Le contréle de la densité optique et du pH avant et aprés le 
séjour a 37° ne montre aucune différence décelable avec les moyens 
techniques utilisés (10° germes, pH 7,2). 

Si, au leu d’utiliser des germes cultivés 4 26°, on met en expé- 
rimentation des germes cultivés 4 37°, on ne retrouve plus le 
méme phénoméne et il faut attendre six heures pour que l’on 
observe une réduction de 25 p. 100 du Q,,. Il semble méme 
qu’aprés trois heures, le Q,, soit augmenté. 


Tartrau I]. — Germes cultivés 4 37° , stockés a + 4°, mis en présence 
de glucose. 


TEMPERATURE| DUREE 


de l’ex position avant 
ex périmentation 


4° - 40 
37° 3h 46 
37° 6h 


Par contre, si on utilise des germes cultivés 4 26° et que l’on 
calcule leur consommation d’oxygéne en présence de glucose 
a 26° au lieu de 37°, on obtient un Q,, de 88 microlitres. C’est- 
a-dire comparable a celui observé a 37°. 

L’action de la température de 37° peut également étre contrélée 
in vivo. Des germes, cultivés & 26°, placés en sac de collodion 
dans le péritoine d’un Japin, 4 la concentration de 10° germes 
au millilitre et laissés en place pendant six heures, mis ensuite 
a réagir en présence de glucose, 4 la température de 37°, ne 
présentent plus qu’un Q,, de 9 microlitres (tableau II et fig. 1). 


2° Le phénoméne ne porte pas sur le pouvoir d’utiliser le suc- 
cinate. — Si, au lieu de rechercher l’action de la suspension de 
germes sur du glucose, on la fait agir sur une solution de 
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Cee CuenURE 


Tasieau III. 


TEMPERATURE 


SUCRE 
STOCKAGE WARBURG 


4° 2 microM 
4° : 
37° | heure 
37° 2heures Six " 


37° 3heures Sine " 
invivo péritoine 
de lapin. 


37° 3heures Wf " 


4° respiration 
endogéne. 


succinate, la température d’exposition avant la réaction n’a qu’une 

nese 
action beaucoup plus faible, du moins tant que l’exposition a 42° 
n’atteint pas trois heures. 


Tastrau IV. — Germes cultivés & 26°, stockés 4 + 4°, mis en présence 
de succinate. 


TEMPERATURE| DUREE 


de l’exposition avant 
expérimentation 


4° f= 35 
372 1h 40 
Se 2h 42 
37° 3h 28 
42° 1h 35 
42° 2h 28 


42° 3h 


3° Le phénoméne n’est pas une propriété générale des bactéries. 
Une culture d’Escherichia coli incubée 4 26°, mise a 37° avant 
d’étre utilisée au Warburg en présence de glucose, n’a montré 
aucune modification de son pouvoir respiratoire. 

Qo, chez le témoin : 280. 

Ooze apres trois heures a 37° : 278. 

4° Influence d’une suspension de germes inactivés & 37° sur une 
suspension natlurellement active. — Une suspension de germes (10°) 


Tasreau V, — Germes cultivés a 26°, mis en présence de glucose. 


Filtrat 
Germes stockés 4 + 4° 


Filtrat | +Germes stockés & + 4° 
Filtrat | +Germes stockés & + 4°+1h & 37° 
Germes stockés 4 + 4°+1ha 37° 
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cultivés 4 26° et ayant perdu leur pouvoir de dégrader le glucose 
par un séjour de vingt-quatre heures a 87° est filtrée, Le filtrat 
est ajouté a une suspension de germes cultivés a 26°. Le mélange 


mis immédiatement au Warburg montre une augmentation consi- 
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dérable de la respiration, le Qo, est de 224, alors que les germes 
seuls, sans addition du filtrat, n’ont qu’un Q,, de 88 (tableau V) 
‘ J 


Si le mélange est mis 4 incuber pendant une heure 4 37°, on 
observe alors une réduction considérable du Q,,, qui tombe a 14, 
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alors que la réduction pour la suspension de germes non addi- 
tionnée de fiitrat n’est que de 88 a 55. ; 

Tout se passe comme si « le mélange » avait épuisé plus rapi- 
dement son pouvoir de dégrader le glucose (tableau VI et fig. 2). 


TasieAu VI. 


COURBE 


TEMPERATURE 
CR 
CULTURE STOCKAGE WARBURG SBeee 


4° 37°+filtrat glucose 
2@microM 


Sie 
Si 
i 


37° 3heures 
4° 
ye 


6 heures 


37° | heure 
+ filtrat Sie 
4° respiration 


endogéne 


CONCLUSIONS. 


Nous retrouvons ici un des aspects des phénoménes complexes 
qui accompagnent la vie de Pasteurella pestis a la température 
de 37°. L’un de ces aspects vient d’étre mis en évidence par 
Wessman et ses collaborateurs [3] en démontrant que le glucose 
avait un effet toxique sur Pasteurella pestis, mais que cet effet ne 
se manifestait pas au-dessous de 37°. Nous venons de démontrer 
que la température de 37° a, par elle-méme, indépendamment de 
la présence de glucose, un réle trés important sur le métabolisme 
de Pasteurella pestis. Le fait que nous avons retrouvé cette action 
pour les germes placés dans le péritoine d’un lapin souléve le 
probleme du « devenir » des germes aprés vaccination avec un 
virus vivant. 

Un des point les plus curieux de notre expérimentation est cette 
observation de l’existence dans le filtrat de germes inactifs par 
eux-mémes, d’un élément activant d’une maniére trés importante 
la consommation de l’oxygéne a partir du glucose, avant de faire 
disparaitre totalement cette oxydation. 


RESUME. 


Les auteurs montrent que le stockage 4 37° des suspensions de 
Pasteurella pestis souche E. V. cultivée & 26° entraine une des- 
truction spontanée du pouvoir de ce germe d’utiliser le glucose. 

Le filtrat de germes devenus inactifs par stockage A 37° posséde 
le pouvoir d’augmenter la consommation d’oxygéne, en présence 
de glucose, d’autres germes non inactivés, avant de faire dispa- 
raitre complétement cette oxydation. 
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SUMMARY 


QUANTITATIVE STUDIES ON GLUCIDES UTILIZATION 
BY Pasteurella pestis strain E. V., IN NON-PROLIFERATING 
SUSPENSIONS. 


II. THe cLucosre. DISAPPEARANCE AT 37° OF THE CAPACITY TO SPLIT 
GLUCOSE FOR THE GERMS CULTIVATED AT 26°. 


Suspensions of P. pestis strain E. V., kept at 37° after being 
cultivated at 26°, lose their ability to attack glucose. 

Filtrates of germs inactivated by conservation at 37°, are able 
to increase, in presence of glucose, the O, uptake of active germs, 
before inducing the complete disappearance of this oxidation. 
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LA MULTIPLICATION DU VIRUS VACCINAL 
EN CULTURES CELLULAIRES 


ETUDE CYTOLOGIQUE 


par L. CARRERE, J. MANDIN et M. POURQUIER (*). 


(Laboratoire de Microbiclogie et Virologie 
de la Faculté de Médecine de Montpellier) 


L’étude cytologique de cultures cellulaires infectées par le virus 
vaccinal a été réalisée d’abord sur des cultures ayant servi a 
l’expérimentation décrite dans la note précédente {41]. Mais elle 
a été poursuivie sur d’autres types de cellules, en particulier sur 
des cellules embryonnaires de poulet et sur des cellules amnio- 
tiques et chorioniques humaines. Enfin, la recherche des corps 
d’inclusion spécifiques a été effectuée dans des conditions parti- 
culiéres que nous indiquerons par la suite. 

Toutes les cultures, réalisées dans des tubes a lamelles, ont été 
colorées systématiquement 4 l’hémalun-éosine et au May-Grin- 
wald-Giemsa. Quelques colorations de Mann et quelques colera- 
tions de Feulgen pour la recherche de l’acide désoxyribonucléique 
ont été effectuées. 


LrEs LESIONS CELLULAIRES. 


Ce sont des lésions débutant en foyers. Examinées a l'état 
vivant, les cellules apparaissent, A certains endroits de la culture, 
détachées les unes des autres, plus volumineuses, plus rondes. 
On peut noter une persistance de ponts intercellulaires. Par contre, 
d’autres cellules sont rétractées. 

La figure 2 de la planche I montre des cellules K. B. a la quatre- 
vingt-quatriéme heure de V’infection réalisée avec le virus ayant 
servi a l’expérimentation pour lequel le titrage de 1 ’infectivité 
a été effectué et indiqué précédemment. 

On voit un foyer débutant, caractérisé par une rétraction de 
certaines cellules, tandis que d’autres s’arrondissent. Aprés colo- 
ration, on note la présence de nombreuses cellules en voie de 
dégénérescence. En dehors de ces foyers, les cellules ne présentent 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 janvier 1960. 
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aucune modification morphologique. Dans les heures qui suivent, 
il_y a multiplication du nombre des foyers, la dégénérescence 
cellulaire se précisant au niveau de chacun d’eux. 


Ces véritables foyers de nécrose présentent tous les caractéres 
de dégénérescence cellulaire classique. On observe, aprés colora- 
tion & lhémalun-éosine, une alteinte primitive du noyau qui perd 
ses nucléoles. Ensuite, on note soit une pycnose, soit une caryo- 
vexie. On observe assez souvent une margination réguliére de la 
chromatine. 


Il s’agit donc d’un phénoméne de nécrose cellulaire dont il faut 
souligner la non-spécificité. 

En faveur d’une action virale, il reste le ballonnement du début 
(pl. I, fig. 2 et 3), la margination de la chromatine (pl. I et II, 
fig. 3 et 4). 

En résumé, il faut done noter qu’il s’agit de lésions de dégéné- 
rescence qui ne paraissent pas spécifiques du virus vaccinal. 


RECHERCHE DES CORPS DE GUARNIERI. 


Nous avons essayé de mettre en évidence des inclusions vacci- 
nales dans les cultures en infectant les différentes cellules suivant 
les modalités suivantes : 


x 


a) Infection simple. — ‘Les cellules étaient soumises a [action 
de virus vaccinaux divers, suivant les protocoles expérimentaux 
mentionnés précédemment et correspondant a l'étude faite anté- 
rieurement. La recherche a donc été effectuée dés la douziéme 
heure et jusqu’a la lyse cellulaire complete sur des cellules de 
reins de lapin infectées par du virus d’origine testiculaire et par 
du virus adapté a la souche K. B., tandis que les cellules humaines 
et les cellules embryonnaires de poulet étaient infectées par ce 
dernier virus seulement. 


b) Infections réilérées. — Les cellules étaient infectées suivant 
les modalités précédentes et le lendemain un nouvel apport de 
virus était réalisé aux mémes doses. 


c) Infection sous couvert d’antisérum. — Ayant auparavant 
déterminé le titre d’un sérum de lapin hyperimmunisé, nous avons 
procédé de la fagon suivante : 

Les cellules rénales de lapin sont infectées par le virus dans les 
conditions habituelles. Douze heures aprés, du sérum a la dilu- 
tion la plus faible donnant une protection totale, est ajouté aux 
cultures 4 la dose de 0,1 cm* pour 2 cm* de milieu. 

Enfin, dans une autre série de cultures, nous avons, au 
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contraire, infecté des tubes ayant regu douze heures auparavant 
du sérum hyperimmunisé a des doses identiques aux précédentes. 


d) Infection de cellules d’animauxz immunisés. — Les cellules 
d’un lapin, vacciné trois semaines auparavant, étaient mises en 
culture selon Ja technique habituelle. Des lavages trés nombreux 
étaient effectués pour éliminer, autant que possible, le sérum du 
lapin. 

L’infection des tubes de culture a été réalisée suivant les moda- 
lités décrites antérieurement, la moitié des tubes étant infectés 
sous couvert d’un antisérum vaccinal de lapin. 

Notons en passant que les tubes infectés ont présenté, en 
labsence d’immunsérum, les mémes lésions que les cultures de 
cellules provenant de lapins non immunisés. 


RESULTATS. 


La recherche des inclusions spécifiques vaccinales sur des 
cultures cellulaires présentant des lésions dégénératives et aussi 
bien humaines qu’animales, s'est révélée négative. 

Elle a été effectuée non seulement sur les premiéres cellules 
atteintes des cultures infectées, mais encore sur les cellules non 
lésées. Parmi ces derniéres, les cellules quiescentes aussi bien 
que les cellules en division ne présentent pas d’inclusions spéci- 
fiques vaccinales. 

Cette recherche a également été effectuée sur des cellules infec- 
tées par des virus, mais protégées par un antisérum corres- 
pondant. 

Ces cellules provenaient, soit d’animaux neufs, soit d’animaux 
immunisés. Dans ces conditions également nous n’avons pu 
mettre en évidence de corps de Guarnieri. 

Par contre, nous avons constaté la présence fréquente d’inclu- 
sions cytoplasmiques dans les cellules de rein de lapin, d’embryon 
de poulet, de rein d’embryon de veau et dans les cellules épithé- 
liales humaines. Leur localisation est variable. Elles sont soit 
juxtanucléaires, décollant l’espace périnucléaire et déterminant 


PLANCHE I 
Fic. I. — Cellules K. B. a l'état vivant ; soixantitme heure. Gr. 124. 
Fic. 2. — Cellules K. B. infectées par le virus vaccinal ; quatre-vingtisme heure 


aprés l’infection. Gr. 124, 


Fic. 3. — Cellules de rein de lapin ; soixante-douzitme heure apres l’infection 
par le virus vaccinal. Hémalun-éosine, Gr. 409/4. 


Annales de l?Institut Pasteur. Mémoire L. CARRERE, J. MANDIN 
T. 98. et M. POURQUIER. 


Fig. 1 


Fig. 2 


Fig. 3 


Prancue I. 
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PLANCHE Ii 


Fic. 4. — Cellules de rein de lapin ; soixante-douzitme heure apres linfection 
par le virus yaccinal. Hémalun-éosine. Gr. 1 000. 


Tic. 5. — Cellules amniotiques humaines ; cinquitme jour de culture. Inclusion 
juxtanucléaire. Hémalun-éosine. Gr. J 280. 


Fic. 6. — Cellules de rein de Japin ; huiti¢éme jour de cutture. Inclusion acido- 
phile intracytoplasmique. Hémalun-éosine. Gr. 640. 


Annales de l'Institut Pasteur. Mémoire L. CARRERE, J. M 
mM, OS, el M. POURQUIER. 
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Fig. 6 


Prtancue II. 
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méme souvent une encoche dans le noyau, soit situées en plein 
cytoplasme. Elles ne sont pas limitées par une membrane. 
Aprés coloration a |’hémalun-éosine, ces inclusions se montrent 
acidophiles dans toutes les cellules ou nous les avons rencontrées. 
Par la technique de Mann, elles sont colorées en violet. Aprés 
coloration par le May-Griinvald-Giemsa, ces inclusions sont 
rouges. I] faut distinguer ces éléments des cellules mortes phago- 
cytées par d’autres et dont le noyau a parfois disparu. En effet, 


par la méthode de Feulgen, on peut mettre en évidence trois sortes 
d’éléments : 


a) Des éléments volumineux circulaires, 4 Feulgen positif, qui 
sont manifestement des débris nucléaires d’une cellule phagocytée. 


b) Des petits éléments a Feulgen positif, intracytoplasmiques, 
circulaires, dont il faut accepter également, bien qu’elle soit moins 
évidente, lorigine nucléaire, puisqu’ils sont constitués d’acide 
désoxyribonucléique. 


c) Des inclusions & Feulgen négatif, de taille variable, mais 
assez volumineuses en général, siégeant plus souvent prés du 
noyau. Ce sont elles qui correspondent aux inclusions précé- 
demment décrites. 

L’origine de ces inclusions cytoplasmiques est difficile a pré- 
ciser. On peut, semble-t-il, aisément écarter l’hypothése d’un virus 
latent en raison de leur présence dans des cultures de cellules 
différentes. S’agit-il d’inclusions d’origine nucléaire ? Mais dans 
ce cas elles prendraient le Feulgen. Enfin, derniére hypothése, 
ces inclusions pourraient étre des enclaves protidiques ou gluci- 
diques. Leur plus grande fréquence dans les cellules en voie de 
dégénérescence ou dans les cultures de cellules mal lavées, plai- 
derait en sa faveur. 

Seules des techniques spéciales de détection de ces différentes 
variétés chimiques d’enclaves pourraient ]a confirmer. 

Ce travail étant achevé, nous avons eu connaissance d’un article 
de Haagen [2] qui décrit des effets cytopathogénes dans des 
cultures cellulaires normales. Ces effets consistent, d’aprés lui, en 
vacuolisation du cytoplasme, qui prend l’aspect spumeux, et en 
lapparition d’inclusions cytoplasmiques. 

Cet auteur trouve ces lésions dans des cellules rénales de singe, 
de porc, de boeuf. 

Il s’agit certainement d’images analogues dont la fréquence 
permet de penser que c’est un phénoméne général dans des 
cultures cellulaires trypsinées. 

Quoi qu’il en soit, ces inclusions présentes dans des cellules non 
infectées ne doivent pas étre prises pour des corps de Guarnieri. 

L’absence de réactions spécifiques de ces cellules, vis-a-vis du 
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virus vaccinal, si elle était confirmée, pourrait étre expliquée de 
deux manieéres : 

a) Soit par une dédifférenciation cellulaire. (La culture cellulaire 
serait constituée soit d’emblée, soit progressivement, uniquement 
par les cellules les moins évoluées, incapables de présenter une 
réaction spécifique vis-a-vis du virus vaccinal. 


b) Soit par l’absence d’un processus général de défense de 
l’organisme, si l’on admet que les corps de Guarnieri traduisent 
la résistance de l’organisme au virus. 

De nouvelles recherches nous semblent néanmoins nécessaires 
pour pouvoir confirmer ces résultats. En particulier, des tech- 
niques histochimiques devraient permettre de déterminer avec pré- 
cision la nature, sinon l’origine, des enclaves trouvées dans les 
cellules non infectées. Elles permettraient également d’affirmer 
que les inclusions de Guarnieri ne se présentent pas en cultures 
cellulaires trypsinées sous une forme non décelable par les colo- 
rations ordinaires et en particulier par la méthode de Romanovsky. 


RESUME. 


L’étude cytologique des cultures cellulaires infectées par le virus 
vaccinal a été réalisée sur des cellules ayant servi a l’expérimen- 
tation décrite dans la note précédente, sur des cellules embryon- 
naires de poulet et sur des cellules amniotiques et chorioniques. 

Les lésions débutent en foyers, au niveau desquels certaines 
cellules se rétractent, tandis que d’autres s’arrondissent. Aprés 
coloration, on note une nécrose cellulaire non spécifique du virus 
vaccinal. 

Les inclusions caractéristiques du virus vaccinal ont été recher- 
chées dans les cultures infectées par le virus, dans d’autres infec- 
tées sous couvert d’antisérum et enfin dans les cultures infectées 
de cellules provenant d’animaux immunisés. 

‘La recherche des inclusions spécifiques vaccinales s’est montrée 
négative. 

Par contre, dans toutes les cellules examinées, on constate la 
présence fréquente d’inclusions cytoplasmiques de localisation et 
de dimension variables. Ces inclusions sont en général circulaires 
et entourées d’un espace clair. Elles ne prennent pas le Feulgen. 
On peut penser qu’elles sont d’origine métabolique. 

Quoi qu’il en soit, l’absence de réactions spécifiques de ces 
cellules vis-a-vis du virus vaccinal, si elle était confirmée, pourrait 
étre expliquée de deux maniéres: soit par une dédifférenciation 
cellulaire, soit par l’absence d’un processus général de défense 
de l’organisme si l’on admet que les corps de Guanieri traduisent 
la resistance de l’organisme au virus. 


CULTURE DU VIRUS VACCINAL 687 


SUMMARY 


PROPAGATION OF VACCINIA VIRUS IN TISSUE CULTURES. 
CYTOLOGICAL STUDIES. 


The studies were carried out on the cells used in the former 
experiments [4], on chick embryo cells and on amnion and chorion 
cells. 

The lesions appear in foci, in which certain cells shrink, whereas 
other ones become spherical. After staining, a non specific 
necrosis appears. 

Virus infected cultures, in presence or in absence of immune 
serum, and cultures inoculated with cells from immune animals, 
were examined for the presence of vaccinia virus specific inclusion 
bodies : the results were negative. 

However, in all the cells studied, cytoplasmic inclusion bodies 
were found. They generally are spherical and surrounded by 
a clear area ; they are Feulgen negative. They might have a meta- 
bolic origin. 

The absence of specific reaction to vaccinia virus, if confirmed, 
might be explained in two ways: either by a cellular dedifferen- 
tiation, or by the absence of a general defence process of the 
organism, if one admits that Guarnieri’s bodies are due to a defence 
reaction of the body against the virus. 
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ETUDES EXPERIMENTALES SUR LA RAGE EN ETHIOPIE 


Il. POUVOIR VIRULICIDE DU SERUM DES CHIENS ERRANTS 


par Ch. SERIE et L. ANDRAL (*) 
(avec la collaboration technique de A. GENTILE). 


(Institut Pasteur d’Ethiopie [Directeur : D’ M. A. Crasaup)) 


Poursuivant nos travaux antérieurs, nous avons entrepris une 
série de recherches systématiques dans le cadre général d’une 
étude immunologique de Ja rage en pays d’endémie rabique por- 
tant sur le sérum, le cerveau et les glandes salivaires de 100 chiens 
errants, 

Le présent travail expose les résultats obtenus dans ]’étude du 
sérum de ces animaux au moyen du test de séro-neutralisation 
sur souris [4]. 


PROTOCOLE EXPERIMENTAL. 


Les chiens utilisés étaient des animaux des deux sexes (69 males, 
31 femelles) capturés au lasso, la nuit, dans les rues d’Addis- 
Abeba, de juillet 4 décembre 1958. 

Mis en observation durant huit 4 quinze jours, ils n’ont jamais 
présenté aucun symptome de rage ou d’une autre maladie aigué. 
Tout chien cliniquement malade ou suspect a été éliminé. 

Le sang a été prélevé stérilement par ponction de la veine jugu- 
laire ou directement du cceur et centrifugé immédiatement. Le 
sérum a ensuite été stocké au congélateur 4 — 30° C, en ampoules 
scellées, sans adjonction d’antiseptique ou d’antibiotique. 

Le délai écoulé entre la prise de sang et la réalisation des 
différents tests a varié entre quarante-huit heures et six mois. 

Les réactions de séro-neutralisation ont été réalisées en deux 
temps. 

Tout d’abord un dépistage qualitatif des sérums a été pratiqué 
en utilisant 1 partie de virus et 19 parties de sérum, selon la 
technique décrite par Atanasiu et coll. [2]. 


(*) Manuscrit recu le 6 novembre 1959. 
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Ensuite, sur les sérums neutralisants ainsi dépistés nous avons 
recherché : 


a) Leur titre de neutralisation suivant les méthodes classiques 
ulilisées au Service des Virus de |’Institut Pasteur de Paris (1) ; 


b) Leur index de neutralisation d’aprés la technique qui nous 
a été communiquée par Habel et Atanasiu (février 1959) [8}. 

C’est la souche C. V. S. (2) qui a été utilisée comme souche de 
référence pour l’ensemble de cette expérimentation. Nous avons 
effectué 4 titrages successifs pour établir la DL50 de cette souche. 
Le sérum utilisé était du sérum de cheval. Nous ne possédions pas 
en effet, 4 ce moment-la, un sérum de chien sirement dépourvu 
d’anticorps virulicides. Les résultats obtenus pour chacun de ces 
titrages ont été superposables. Nous avons calculé leur valeur 
moyenne qui était de 10—**", C’est ce chiffre que nous avons retenu 
pour la réalisation du dépistage qualitatif des sérums et la 
recherche de leur titre de neutralisation. Pour ces deux tests, 
nous avons utilisé 30 DL5O. 

Chaque série de tests qualitatifs comprenait l’étude de 15 a 
20 sérums, un témoin positif (sérum hyperimmun-thérapeutique) 
et un témoin négatif. 

La recherche du titre de neutralisation était effectuée sur des 
séries comprenant 5 sérums a titrer et un témoin positif. Ces 
sérums étaient lestés aux dilutions du 1/5, 1/25, 1/125. Pour 
chaque série nous avons contrdélé le titrage de la souche C. V. 8. 
en utilisant une dose constante du sérum témoin négatif et des 
dilutions a N,.N—, N-, N-— du virus; 

Pour chaque sérum (dépistage qualitatif) ou dilution de sérum 
(titre de neutralisation) nous avons inoculé 0,03 ml a 10 souris 
par voie intracérébrale. La durée minimum d’observation des 
animaux inoculés a été de quinze jours. 

Pour la recherche de l’index de neutralisation (8) nous avons 
divisé les 24 sérums a étudier en deux lots. Nous nous sommes 
référés pour chaque lot 4 un témoin négatif qui était un sérum 
de chien ayant donné en huit jours une mortalité de 10/10 souris 
lors du dépistage qualitatif. 

Pour chaque dilution étudiée (10-1, 10—~... 10—*) nous avons 


(1) Nous tenons & remercier M. le D? Atanasiu et M"° Rumlnapp de 
l’amabilité avec laquelle ils ont bien voulu nous communiquer le 
détail de ces techniques (mars 1956). 

(2) « Challenge Virus Standard » fourni par l’Organisation Mondiale 
de Ja Santé. 

(3) L’index de neutralisation correspond au nombre dont le loga- 
rithme est égal la différence entre le log de la DL50 du sérum témoin 
et le log de la DL50 du sérum étudié. Dans les travaux anglo-saxons ce 
nombre est appelé « antilogarithme ». A noter le sens différent de ce 
terme en francais ott « antilog » et « colog » sont synonymes. 
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inoculé 0,03 ml a 5 souris par voie intracérébrale. La durée 
minimum d’observation des animaux inoculés a été de vingt et 
un jours. 

Pour l’ensemble des expérimentations relatées dans le présent 
travail, les souris blanches utilisées, de souche non sélectionnée, 
provenaient de l’élevage local de I|’Institut Pasteur d’Ethiopie. 
Elles étaient agées de 3 semaines et leur poids variait de 9 4 13 g. 


RESULTATS. 


1° Dépistage qualitatif. 
Sur les 100 sérums testés : 


15 sérums ont protégé 10 souris sur 10 
6 sérums ont protégé 9 souris sur 10 
3 sérums ont protégé 8 souris sur 10 
2 sérums ont protégé 7 souris sur 10 
4 sérums ont protégé 6 souris sur 10 
1 sérum a_ protégé 5 souris sur 10 
3 sérums ont protégé 4 souris sur 10 
7 sérums ont protégé 3 souris sur 10 
9 sérums ont protégé 2 souris sur 10 
19 sérums ont protégé 1 souris sur 10 
31 sérums ont protégé O souris sur 10 


Nous avons considéré comme sérums neutralisants les sérums 
ayant protégé de 8 4 10 souris sur 10, soit un total de 24 sérums. 
Sur 22 d’entre eux ces tests qualitatifs ont été effectués deux fois. 
Les résultats obtenus ont été identiques. 


2° Titre de neutralisation. 


Vingt des sérums considérés qualitativement comme neuitrali- 
sants ont fait objet d’un titrage quantitatif. 
Les résultats obtenus sont rapportés dans Je tableau I. 


Tasieau I. Tasieau II. 


Nombre Titre 
e de. 
Sérums | neutralisation 


6 >1/125 
=1/80 
=f 10) 
=1/60 


=1/40 
=t/7/20 
= Y/ Meee 
=N7al'S 
Sy AZ 
=1/6 


| 
| 
2 
3 =O 
| 
7 
| 
| 
| 
| 


Ly a 


ETUDES SUR LA RAGE EN ETHIOPIE 691 


3° Index de neutralisation. 


Pour les 24 sérums considérés comme neutralisants, les index 
de neutralisation suivants ont été obtenus (V. tableau II). 

Soit au total 14 sérums présentant un I. N. supérieur ou égal 
a 10, c’est-a-dire possédant des anticorps spécifiques antira- 
biques [3]. 

I] nous a paru intéressant de confronter dans le tableau III les 
résultats obtenus pour chacun des tests effectués. 


Tasieau III. 


Dépistage 
qualitatif 


Survies sur lO 


> /lieS 
Slabs 
1/20 
1/70 
1/50 
SSA 25 
1/60 
1/80 
1/60 


MHNOOWDOWWOWO YW 


el ANAS) 
—* 
alates. 
1/20 


M 
F 
F 
M 
F 
F 
F 
F 
M 
M 
F 
M 
M 
F 
M 
= 
M 
M 
~M 
M 
M 
M 
M 
M 


CDO00MOMOO 


(*) Titrage non effectué. 


De la lecture de ce tableau, il ressort que : 


1° Sur les 4 sérums présentant un index de neutralisation 
> 1.000, 3 possédent un titre de neutralisation > 1/125 (pour le 
quatriéme ce titre n’a pas été recherché) ; 


2° A l’exception de ces 8 sérums il n’existe aucun parallélisme 
entre l’index de neutralisation et le titre de neutralisation des 
sérums étudiés. 

Par ailleurs, le pourcentage obtenu de sérums neutralisants 
(24 p. 100), Je pourcentage des index de neutralisation supérieurs 
ou égaux a 10 (14 p. 100), la variabilité des titres de neutralisation 
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observée d’un animal a l'autre (de 1/16 4 > 1/125) nous ont 
conduit & rechercher s’il n’existait pas, pour chaque animal, une 
variation du taux des anticorps virulicides en fonction du temps. 

Nous avons donc conservé a l’abri de tout contact 5 chiens 
ayant donné respectivement les résultats rapportés dans le 
tableau IV. 


TaBLEau IV. 


Titre de 
neutralisation 


Index de 
neutralisation 


1/50 


ACANY Wats =43 
Si2v SI7 N25 =68 
Sl NeS 


1720 


Nous comptons suivre cés animaux pendant six mois en contro- 
lant leur sérum a plusieurs reprises. 

Les résultats obtenus au cours de ces contrdles nous permettront 
peut-étre d’avoir quelques précisions sur ces anticorps virulicides. 


CONCLUSION. 


En Ethiopie, sur 100 chiens errants examinés, 24 possédent 
dans leur sérum des anticorps virulicides vis-a-vis du virus 
rabique C. V. S. 

Le titre de neutralisation recherché sur 20 de ces sérums 
s’échelonne du 1/6 au 1/125 et au-dessus. 

Enfin, 14 d’entre eux possédent un index de _ neutralisation 
supérieur ou égal a 10, ce qui pe-met d’affirmer dans ces derniers 
la présence d’anticorps virulicides antirabiques spécifiques [8]. 


SUMMARY 


EXPERIMENTAL STUDIES ON RABIES IN ETHIOPIA. 
II. VirRULICIDE ACTIVITY OF STRAY DOGS SERUM. 


Irom one hundred dogs studied in Ethiopia, twenty-four pos- 
sessed antidobies for the C. V. S. strain of rabies virus. In twenty 
of these twenty-four sera the neutralizing antibody was assayed : 
the titer was 1/16 to 1/125 and higher ; fourteen of them possessed 
a neutralizing index > 10, which proves that these fourteen sera 
possessed specific antiviral antibodies, 


* 
xk * 


Nous tenons 4 remercier tous ceux dont la collaboration dévouce 
a permis la réalisation de ce travail, en particulier Ato Amaha 
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Yemane et Ato Engeda Kifle, ainsi que tout le personnel des 
Services Vétérinaires et du Service de Ramassage des chiens 
errants. 
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ETUDE IMMUNOCHIMIQUE DES HEMOLYSATS 
DE GLOBULES ROUGES HUMAINS 


Ill. IDENTIFICATION DE LA CATALASE DES HEMATIES 
par A. MICHELI, F, PEETOOM, N. ROSE, S. RUDDY et P. GRABAR (*). 


(Service de Chimie microbienne, Institut Pasteur, Paris) 


Dans notre premier article consacré a ]’étude des hémolysats 
humains [4], nous avions fait allusion a l’activité catalasique mani- 
festée au niveau d’un des traits de précipitation entre l’hémolysat 
et le sérum de lapin anti-hémolysat. Nous allons préciser dans le 
présent article l’état actuel de nos travaux a ce sujet. 

La catalase, qui est présente pratiquement dans toute cellule 
vivante, a été étudiée par d'autres techniques a partir de globules 
rouges d’animaux ou humains, qui en sont une source assez 
riche {2, 5, 6]. L’étude immunochimique et descriptive des hémo- 
lysats n’aura d’intérét que dans la mesure ot elle permettra d’iden- 
tifier les antigénes révélés par celte méthode, et de comparer les 
résultats normaux & ceux d’éventuels cas pathologiques. 


MATERIEL ET METHODES. 


Nous avons utilisé des hémolysats humains normaux et des immun- 
sérums de lapin préparés de la facon décrite dans notre premier 
mémoire [4]. 

La mise en évidence de la catalase a été obtenue par la méthode 
qu’Uriel [9] utilise pour la coloration des peroxydases : ]’immun- 
précipité d’hémoglobine se colore en violet, tandis que la catalase 
provoque l’apparition de bulles d’oxygéne sur les plaques d’analyse 
immuno-électrophorétique aprés dessiccation. 


RESULTATS. 


En utilisant & propos de ’hémoglobine la méthode de coloration 
des peroxydases selon Uriel [9], nous avons remarqué que l’acti- 
vité catalasique (malgré la présence de NaN, inhibiteur de la cata- 
lase), caractérisée par la formation de bulles d’O, dans le gel, 


(*) Manuscrit recu Je 23 décembre 1959. 
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est située sur un trait de précipitation bien défini, toujours Je 
méme, d’abord en boite d’Ouchterlony [fig. 1] (1). Comme nous 
utilisions au début un immunsérum qui ne donnait en immuno- 
électrophorése dans les proportions habituelles que les deux 
lignes b et e de notre schéma général (fig. 2), nous pensions que 
activité catalasique était le fait de l’antigeéne e. Reprenant la 
technique publiée par Lévy et Polonovski [8], qui joint les avan- 
tages de l’analyse immuno-électrophorétique a ceux de la méthode 
d’Ouchterlony, nous avons vu qu’il s’agissait en réalité d’une troi- 
siéme ligne, soit la ligne a du schéma général (fig. 2). Sa locali- 
sation légérement plus anodique que l’hémoglobine correspond 
dailleurs a celle que l’on avait observée déja en électrophorése 


Fic. 1. — Diffusion double selon Ouchterlony, puis réaction avec H,O,. Dans les 

gouttiéres allongées, deux immunsérums antihémolysat total. Dans les réservoirs 

ronds de droite & gauche, quantités croissantes d’hémolysat total Hem/SS. 

Au niveau des deux plus fortes concentrations, on apercoit le précipité de catalase 
qui local’se des bulles. 


simple en gélose [9]. D’autres auteurs l’ont révélée aprés électro- 
phorése en gel d’amidon [7]. La ligne a est difficile a obtenir en 
immuno-électrophorése, car la catalase se trouvant dans |’hémo- 
lysat en concentration beaucoup plus faible que l’hémoglobine, 
l’arc de précipitation n’apparait bien qu’avee une forte concentra- 
tion en protéines totales. 

Cependant, grace au fractionnement par le sulfate d’ammonium, 
nous pouvions, comme nous l’avons dit précédemment [4], séparer 
précisément l’antigéne responsable de la ligne a, qui précipite 
a une concentration 2M de sulfate d’ammonium (Hem/P20). On 
révele aussi, a partir de Hem/P20, des traces de l’antigéne le plus 


(1) La reproduction des images photographiques n’étant pas assez 
fine, nous avons préféré y joindre des schémas pour plus de clarté. 
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Alb ey ey A, p, v 


Ic. 2. — Schémas immuno-électrophorétiques comparés d’un hémolysat humain 
en haut (Hem/SS) et d'un sérum humain normal en bas (SNH). La tache pointillée 
marquée Hb est Vhémeglobine aprés électrophorése. 


6) 


Fic. 5. — Schéma d’analyse immuno-électrophorétique. Réservoirs d’antigénes 

1, Hémolysat total Hem/SS ; 2, Hem/P20; 3, Hem/S20. Tous trois sont révélés 

d'une part avee le sérum n° VI épuisé par Hem/P20 (E = épuisé), d’autre part, avec 
le méme sérum non épuisé (T = témoin). 


rapide, y. Le surnageant Hem/S20 contient ’Hb et les autres 
antigenes, notamment le plus rapide, en plus grande quantité que 
dans Hem/P20 (fig. 8). 
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Pour préciser ces données, nous avons épuisé le sérum n° VI 
par Hem/P20. Dans le sérum n° VI qui révéle a, b et les deux 
plus rapides y et z, la ligne a disparait, ainsi que la plus rapide y 
(fig. 3). 

Nous n’avons pas encore réussi a oblenir un Hem/S20 exempt 
de traces de catalase, qui sont révélées non par un précipité spéci- 
fique, mais par une déviation du trait de précipitation de l’extrait 


D7OL@® © 


Fie. 4. — Diffusion double en gélose selon Ouchterlony. Antigtnes dans les réser- 
voirs ronds : 1, Hem/P20; 2, Hem/S20; 3, Hem/SS; 4, Hem/P20. Dans la 
gouttiére allongée, sérum de lapin antihémolysat humain complet. Les fléches 
indiquent la déviation de l’immun-précipité de catalase en face du réservoir de 
Hem/S20. Les lettres a, b, e renvoient aux constituants correspondants de la figure 2. 


Hem/P20 (fig. 4), par le fait que Hem/S20 épuise les anticorps 
anti-a [4] et par une activité catalasique diffuse tres faible autour 
du réservoir de Hem/S20. 


DiIscUuSSION. 


Grace a son activité sur l’eau oxygénée, il a été possible de 
reconnaitre la catalase des globules rouges dans son précipité 
spécifique. Celui-ci avait été désigné dans notre premier mémoire 
par la lettre a dans le schéma d’ analyse immuno-électrophorétique, 
car c’était l’antigéne le plus « rapide » de ceux que nous décelions 
jusqu’alors. Or, nous avons obtenu depuis, d’abord avec un immun- 
sérum de lapin concentré, puis avec un autre non concentré, deux 
traits nouveaux plus rapides que tous les autres (fig. 2), les seuls 
dailleurs qui sont situés dans la partie anodique de la plaque 
de gélose dans la zone correspondant pour ]’un aux o,-globulines 
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et pour l’autre aux a,-globulines sériques. Nous proposons de 
désigner provisoirement ces deux lignes par les lettres y pour la 
premiére et z pour la seconde. Cette derniére est, semble-t-il, lune 
des lignes (la plus rapide) que Boivin et coll. {4] désignent par 
un «?» dans un hémolysat d’ailleurs anormal. Une autre de leurs 
lignes marquées d’un « ? » est certainement la catalase. L’usage de 
ces lettres ne sera, espérons-le, que provisoire, car on pourra 
désigner chaque ligne par le nom de son antigéne, telles actuelle- 
ment l’hémoglobine et la catalase. 

Les antigénes correspondant & y et z n’avaient pas été révélés 
en électrophorése simple en gélose, colorée 4 Vamidoschwarz 
malgré une trés forte concentration en protéines de Phémolysat. 
Ils sont done présents dans l’hémolysat a une trés faible concen- 
tration, ou, peut-étre, non colorables par l’amidoschwarz s’ils ne 
sont pas de nature protéique. 

Le poids moléculaire de la catalase est d’environ 225 000. Cette 
masse relativement grande explique que la catalase diffuse len- 
tement dans la gélose, son précipité spécifique se trouve toujours 
relativement prés du réservoir d’antigénes et il apparait tardive- 
ment. Mais il faut noter que les microorganismes contiennent 
aussi une catalase, et l’on voit des bulles se former fréquemment, 
en présence de H,O, dans le réservoir d’antigéne lorsque lhémo- 
lysat est contaminé ou sur les bords de la gouttiére d’antisérum. 

Rappelons que les antisérums sont parfois faibles en anticorps 
anti-catalase, mais nous avons obtenu par contre un sérum de 
lapin relativement riche en anticorps contre cet enzyme, et contre 
les deux fractions plus rapides y et z, alors qu’il était trés pauvre 
en anticorps a l’égard de l’hémoglobine. Une fois de plus, |’ obten- 
tion des antisérums se révéle sujette au caprice de la sensibilité 
individuelle de l’animal producteur, ce qui compliquera, entre 
autres, la question de la nomenclature. Et l’on peut s’attendre 
a trouver encore plusieurs lignes nouvelles. 

L’isolement de la catalase par le sulfate d’ammonium n’est pas 
complet, le précipité Hem/P20 ne la renferme pas en totalité et, 
inversement, il ne contient pas que la catalase. Il reste des traces 
de celle-ci dans le surnageant Hem/S20, comme le montre la 
figure 4 ot l’on voit en face du réservoir de Hem/S20 une légére 
déviation du trait de précipitation produit par Hem/P20 d’une 
part, et par Je constituant identique contenu dans |’hémolysat 
total Hem/SS d’autre part. Ces traces ne sont pas assez impor- 
tantes pour donner lieu a un précipité visible, mais cela explique 
que nous ayons fait disparaitre les anticorps anti-catalase dans 
le sérum de lapin anti-hémolysat complet, en I’épuisant par 
Hem/S20. 

I] est paradoxal mais nécessaire d’user d’un inhibiteur de la 
catalase dans la recherche de celle-ci. Car si on omet d’ajouter, 
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par exemple, de l’azothydrate de sodium a ]’eau oxygénée, le 
dégagement gazeux est trop intense et diffus, tout autour du 
réservoir d’antigéne. Mais méme dans ce cas, le précipité spéci- 
fique constitue en général une limite nette a l’extension de la 
zone bulleuse en direction des anticorps. Parfois, cependant, 
quelques bulles se forment au-dela du précipité, traduisant la 
migration éventuelle de complexes antigéne-anticorps solubles en 
présence d’un exces de catalase. La réaction proposée par Uriel [9] 
contient juste assez d’inhibiteur pour que l’on n’obtienne en 
général de bulles que sur le précipité spécifique, comme le montre 
la figure 1. Cela indiquerait d’ailleurs que le groupement actif de 
l’enzyme n’est pas bloqué par la combinaison de sa molécule avec 
l’anticorps. Si cela se reproduit pour les autres enzymes de |’hémo- 
lysat, nous espérons pouvoir identifier d’autres traits de précipi- 
tation obtenus a partir des hémolysats. 


Resumen. 


Une des neuf lignes de précipitation spécifique entre un hémo- 
lysat de globules rouges normaux et un immunsérum de lapin 
a été identifiée comme correspondant a la catalase. Sa migration 
électrophorétique la situe dans la zone comprise entre les a,- et 
les 8,-globulines du sérum humain. 

‘La précipitation par le sulfate d’ammonium permet de séparer 
la catalase des principaux constituants de l’hémolysat. 


SUMMARY 


IMMUNOCHEMICAL STUDIES ON THE HEMOLYSATES OF HUMAN 
RED BLOOD CELLS. 


ILL. IpentrricATION OF ERYTHROCYTES CATALASE. 


One of 9 lines of specific precipitation between hemolysate of 
normal erythrocytes and rabbit immune serum was identified as 
being due to catalase. The position of its electrophoretic migra- 
tion occurred in the zone between the a,- and the £,-globulins of 
human serum. Ammonium sulfate precipitation allowed the sepa- 
ration of the catalase from the main constituents of the hemo- 
lysates. 
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RECHERCHES 
SUR L’INDIVIDUALISATION SEROLOGIQUE 
DES STAPHYLOCOQUES 


ETUDE DE LA SPECIFICITE DES TYPES 10, 11, 12, 13 
par J. PILLET, B. ORTA et M. FOUCAUD (®*). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


Au cours de recherches antérieures [4, 2, 3, 4] sur l’individua- 
lisation des staphylocoques, nous avons étudié Ja spécificité séro- 
logique des staphylocoques proposés comme ie par Cowan 
(types I, If et HI) [5] et Christie et Keogh (types 4, 5, 6, 7, 8, 9) [6]. 
Nous avons constaté que chacune des ee de ces staphy- 
locoques tués par la chaleur provoquait, lorsqu’on l’injectait par 
vole intraveineuse au lapin, la formation d’agglutinines actives 
sur la plupart des staphylocoques pathogénes, mais qu’aprés 
absorplion on pouvait obtenir, en opérant avec beaucoup de 
minutie, des sérums n -agelutinant quavec leur souche homo- 
logue. Il faut remarquer toutefois que les difficultés rencontrées 
pour obtenir un sérum I exempt d’agglutinines 8 et récipro- 
quement, et un sérum II exempt d’agglutinines 5 et réciproque- 
ment, nous ont conduits & admettre que, dans chacun de ces cas, 
une des souches au moins possédait deux agglutinogénes spéci- 
fiques. 

Il n’en reste pas moins qu’avec chacune des neuf souches étu- 
diées, il est possible d’obtenir des sérums absorbés spécifiques, 
sérums que nous utilisons couramment dans le but d’individua- 
liser les staphylocoques. Des souches types n° 10, 11, 12, 18 
ayant été proposées par Hobbs [7], nous avons voulu, avant de 
chercher a individualiser de nouveaux types de staphylocoques, 
confirmer la spécificité sérologique de ces souches. 

Nous nous séparons en cela de OEding [8], lequel utilise, pour 
la préparation de ses sérums absorbés, des souches qu’il a isolées 
personnellement. Nous considérons en effet que, quelle que soit 
la valeur des résultats obtenus par cet auteur, résultats que nous 
ne discuterons pas ici, lintroduction comme souches de base de 
souches différentes de celles individualisées par les auteurs qui, 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 janvier 1960. 
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les premiers, se sont occupés de cette question, complique 
a priori V’étude de Vindividualisation sérologique des staphylo- 
coques et rend en particulier trés difficile la comparaison des 
résultats obtenus d’un laboratoire a l’autre. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Marénie.. — Souches. Souches n° 10667, 7163, 1636, 2411 (N. C. APs 485 
n° 8722, 8723, 8725, 8726). Ces souches ont été proposées respectivement 
comme souches types pour les groupes 10, 11, 12, 13. 


Vaccin, Aprés culture de dix-huit heures en milieu A [41], les corps 
microbiens sont séparés par centrifugation, lavés une fois et émul- 
sionnés en eau physiologique (environ 10 milliards de germes/cm?), 
puis tués par la chaleur (huit minutes a 100°). 


TrecuniquEs. — Immunisation. Vaccination de lapins blancs males 
d’un poids moyen de 2,5 kg, par voie intraveineuse. Trois injections 
par semaine pendant trois 4 quatre semaines 4 doses croissantes : pre- 
miére semaine, 0,5 cm* ; deuxiéme semaine, 1 cm® ; troisiéme semaine, 
1,5 cm® ; quatriéme semaine, 2 cm’. Saignée, huit jours aprés la der- 
niére injection. 


Absorption des sérums. La technique d’absorption par les germes 
secs a ¢6lé décrite précédemment [2]. 


Préparation des suspensions bactériennes. Le milieu de culture que 
nous utilisons réguliérement est un mélange de huit parties de milieu A 
et deux parties de milieu C, milieux dont la composition a été donnée 
précédemment [4]. Nous avons montré que l’agglutinabilité spécifique 
d’une méme souche cultivée sur l’un ou l’autre de ces milieux pouvait 
varier de 10 4 1 et avons déterminé empiriquement le mélange 8/2 de 
ces deux milieux permettant d’obtenir le maximum d’agglutination 
spécifique tout en évitant l’agglutination spontanée. Dans ce milieu 
comme dans les milieux usuels [9, 40], la souche 11 agglutine sponta- 
nément d’une facon trés marquée, ce qui ne permet pas de l’étudier, 
et ceci nous a obligés 4 rechercher un milieu ou cette souche pouvait 
se développer normalement et donner des émulsions stables. Nous 
avons effectué dans ce but une série de repiquages quotidiens de la 
souche 11 en milieu C (eau peptonée glucosée), milieu dans lequel 
Vagglutinabilité spécifique et spontanée est relativement trés faible, 
et avons finalement obtenu par ce moyen des émulsions stables. Ces 
émulsions réagissaient toutefois trop faiblement avec les antisérums, 
et ce n’est que par une nouvelle série de passages successifs en milieu CG 
additionné de quantités croissantes de milieu A que nous avons pu 
rendre 4 la souche une agglutinabilité spécifique convenable. Le milieu 
définitif auquel nous nous sommes arrétés et dans lequel la souche 11 
donne des émulsions stables et suffisamment actives vis-d-vis des anti- 
sérums spécifiques, est un mélange & parties égales des milieux A et C. 

Apres culture de dix-huit heures, les souches sont centrifugées puis 
émulsionnées en milieu 8/2 formolé. L’addition de formol 4 1 p. 100 
au milieu servant 4 l’émulsion des souches permet de travailler sur des 
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germes tués, ce qui évite les variations d’agglutinabilité constatées 
quelquefois au cours de la journée. 

Agglutination. La technique d’agglutination sur lame a été décrite 
précédemment [4]. 


R&SULTATS. 
Nous avons, dans un premier temps, étudié l’agglutinabilité des 
souches 10, 11, 12, 13 par les neuf sérums absorbés spécifiques 


que nous utilisons habituellement. Les résultats obtenus sont 
résumés dans le tableau I. 


Tasieau I. 


Sérunms 
Souches | | 


10 
alhe 


L’examen du tableau permet de constater que trois des quatre 
souches étudiées sont agglutinées par un des neuf sérums absorbés 
spécifiques utilisés. Les souches 11 et 12 sont en effet agelutinées 
par le sérum 8 et la souche 18 par le sérum III. Ces résultats font 
prévoir, en admettant pour l’instant que les souches 11, 12 et 18 
possédent chacune un agglutinogéne spécifique, qu’il est peu pro- 
bable que cet agglutinogéne existe isolément, mais qu’il est au 
contraire vraisemblablement associé & au moins un second agglu- 
tinogéne spécifique, 8 dans le cas des souches 11 et 12, et III 
dans le cas de la souche 13. 

L’étude des sérums préparés 4 l’aide des souches 11, 12, 18 
nous permettra, comme on le verra, de confirmer ces prévisions, 
mais nous ¢tudierons tout d’abord la spécificité sérologique de 
la souche 10. 


Etude de la souche 10667 (type 10). 


L’étude de l’absorption des sérums préparés a4 Vaide de cette 
souche nous a permis d’obtenir des résultats relativement faciles 
4 interpréter. En effet, si on excepte les résultats obtenus aprés 
absorption de ces sérums par les germes 9, on obtient, aprés 
absorption par l’une quelconque des préparations de germes secs 
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utilisés (le poids de germes secs pouvant varier avec la souche 
absorbante), un antisérum présentant les propriétés résumées dans 
le tableau II. 


TasLeau II. 


Souches 


Ce tableau montre que l’antisérum obtenu agglutine encore for- 
tement la souche homologue 10 et la souche 9, ce qui entraine 
deux possibilités : ’une que les deux souches soient identiques, 
autre que lune des deux souches au moins contienne les agglu- 
iinogénes 9 et 10. Une absorption complémentaire d’un tel sérum 
absorbé par la souche 9, ou l’absorption directe de l’antisérum 10 
par la souche 9, permet toutefois d’obtenir un sérum n’agglutinant 
plus qu’avee la souche homologue 10. Ces résultats, joints au fait 
qu'il est possible d’obtenir un sérum 9 n’agglutinant pas la 
souche 10 (Cf. tableau I), démontrent clairement que les aggluti- 
nogenes 9 et 10 ne sont pas identiques. Le tableau III résume les 
résultats obtenus. 


Tasteau III. 


Souches 


L’existence d’un agglutinogéne spécifique 10 étant clairement 
confirmée, il n’en reste pas moins qu'il faut admettre des liens 
étroits entre les souches 9 et 10 pour expliquer les résultats 
observés au cours des absorptions systématiques, résultats qui 
sont résumés dans le tableau II. Nous avons constaté, en effet, 
qu’a Vexception de l’absorption par les germes 9, toutes les 
autres absorptions nous ont fourni des antisérums actifs sur 
Jes souches 9 et 10. Ce résultat nous parait ne pouvoir s’expliquer 


que par l’existence, sur au moins l’une des deux souches, des 
agglutinogénes 9 et 10. 


Etude des souches 7163 (type 11) et 1636 (type 12). 


Nous avons groupé dans un méme chapitre l’étude de ces deux 
souches-types, car ces souches présentent des rapports étroits 
entre elles d’une part et avec la souche 8 d’autre part. Ces rap- 
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ports pouvaient d’ailleurs étre prévus du fait que ces deux souches, 
testées avec les neuf sérums types absorbés, agglutinaient avec le 
sérum 8 (Cf. tableau I). 


L’étude de l’absorption ménagée des sérums 8, 11 et 12 confirme 
ce point de vue, car en effet, quel que soit le sérum choisi et 
quelle que soit la souche absorbante utilisée, on obtient, apres 
absorption ménagée, des sérums agglutinant trés fortement 
(+++ +) les souches 8, 11, 12, alors qu’ils n’agglutinent prati- 
quement plus (0, +, +) les dix autres souches. 


Pour expliquer ces résultats, il faut admettre soit l’identité des 
souches 8, 11 et 12, soit l’existence d’une combinaison des agglu- 
tinogénes 8, 11 et 12 a la surface de ces trois souches ou tout au 
moins de deux d’entre elles. Il y avait donc leu, afin de choisir 
entre ces deux hypothéses, de déterminer si les agglutinogénes 8, 
11 et 12 pouvaient étre individualisés, c’est-a-dire de rechercher 
s'il était possible d’obtenir des sérums 8, 11 et 12 n’agglutinant 
que leur souche homologue. 

Nous avons dans ce but praliqué sur chacun des sérums 8, 11 
12 un tres grand nombre d’absorptions diverses, au cours des- 
quelles nous avons fait varier la dilution des sérums, le type de 
la souche absorbante et naturellement le poids de germes utilisé. 
Ces multiples essais nous ont été imposés par la trés grande 
difficulté que nous avons rencontrée a obtenir des sérums spéci- 
fiques 8, 11 et 12 suffisamment actifs. En effet, les germes 11 et 
12 se sont révélés peu spécifiques du point de vue de l’absorption 
directe de ces trois sérums, et n’ont pu en conséquence étre utilisés 
d’une facon satisfaisante, absorption par ces souches entrainant 
une trop grande diminution de l’activité spécifique des sérums 
obtenus. Les germes 8 nous ont permis, au contraire, de réaliser 
certaines absorptions intéressantes, et nous allons y revenir en 
examinant les propriétés des meilleurs sérums absorbés que nous 
ayons pu obtenir. 

En ce qui concerne le sérum 8, nous avons réussi a |’obtenir 
dépourvu d’activité sur les souches 11 et 12 grace 4 une absorption 
irés poussée par les germes I. Le sérum obtenu agglutine nette- 
ment mais lentement la souche 8; tous les essais visant 4 obtenir 
un sérum plus actif ont entrainé une réapparition de son activité 
vis-a-vis des souches 11 et 12. 

Nous avons pu de méme obtenir un sérum 11 spécifique, en 
pratiquant une absorption trés poussée par les germes 8. Le sérum 
obtenu est relativement actif et privé d’agglutinines 8 et 12. 


Il ne nous a pas été possible, par contre, d’obtenir un sérum 12 
spécifique. En effet, s’il est possible de priver ce sérum de ses 
agglutinines 8 par absorption par les germes 8, le sérum obtenu 
reste actif a la fois sur les germes 11 et 12, absorption complé- 
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mentaire d’un tel sérum par les germes 11 entrainant une dimi- 
nution paralléle de l’activité de ce sérum vis-a-vis des souches 11 
et ale. 

Nous résumerons les résultats obtenus dans le tableau IV. 


Tapiteau IV. 


Souches 
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L’examen des résultats du tableau [IV permet de conclure que, 
maleré les difficultés rencontrées pour obtenir des sérums 8 et 11 
n’agelutinant plus que leur souche homologue, les souches 8 et 11 
doivent posséder un agglutinogéne spécifique. L’agglutinogéne 12 
se sépare de méme nettement de l’agglutinogéne 8, et s’il ne nous 
a pas été possible d’obtenir un sérum 12 spécifique, il n’en reste 
pas moins que les agglutinogénes 11 et 12 doivent étre différents. 
in effet, si les souches 11 et 12 étaient du méme type, |’existence 
d’un sérum 11 n’agglutinant plus la souche 12 obligerait 4 admettre 
que la souche 11 est beaucoup plus agglutinable que la souche 12. 
Or, ces deux souches sont agglutinées avec une intensité égale par 
le sérum 12, ce qui permet d’exclure cette hypothése et de confirmer 
Vexistence des agglutinogénes spécifiques 11 et 12. 

Les résultats des absorptions ménagées des sérums 8, 11 et 12, 
et les grandes difficultés rencontrées pour obtenir les sérums 
spécifiques correspondants, montrent toutefois qu’il est peu vrai- 
semblable que les agglutinogénes 8, 11 et 12 existent isolément 
a la surface des souches proposées comme types. II est trés pro- 
bable, au contraire, qu’il existe a la surface de ces souches des 
combinaisons de deux ou trois de ces agglutinogénes, l’existence 
de telles combinaisons sur au moins deux des trois souches étudiées 
étant nécessaire pour expliquer les résultats obtenus. 


Etude de la souche 2411 (type 18). 


Ainsi que le faisait prévoir agglutination de la souche type 13 
par le sérum absorbé HI (Cf. tableau I), l’étude de la spécificité 
sérologique de cette souche a été rendue difficile par l’existence 
de rapports étroits constatés entre la souche 13 et la souche III. 
Nous avons, en effet, observé au cours d’absorptions ménagées 
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systématiques, effectuées sur les sérums 13, que nous obtenions 
dans tous les cas des sérums encore fortement actifs sur les 
souches III et 13, alors qu’ils n’agglutinaient plus, ou trés faible- 
ment, les autres souches types. L’absorption ménagée par la 
souche III aboutissait au méme résultat, et c’est seulement en 
poussant au maximum l’absorption par cette souche que nous 
avons pu obtenir un sérum inégalement actif sur les souches III 
et 13. Ce sérum, qui agglutinait lentement mais nettement la 
souche 13, présentait encore une faible activité vis-a-vis de la 
souche III. Ce résultat, qu’il ne nous a pas été possible d’amé- 
horer, ne permettait pas de conclure que les souches III et 13 
étaient de type différent, et nous avons dd avoir recours A |’étude 
systématique de l’absorption des sérums III pour résoudre cette 
question. Cette étude nous a donné des résultats analogues i ceux 
constatés lors de l’absorption systématique des sérums 13 : obten- 
tion, quelle que soit la souche absorbante, de sérums agglutinant 
également les souches III et 13 et n’agglutinant pratiquement plus 
que ces souches. Seule l’absorption trés poussée par les germes 138 
nous a permis d’affaiblir considérablement l’activilé des sérums III 
vis-a-vis de la souche 13, tout en leur conservant une activité 
spécifique satisfaisante vis-a-vis de la souche III. 
Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau V. 


TABLEAU V. 


Souches 


Sérums 


Les résultats rapportés dans Je tableau V montrent que si les 
souches III et 13 présentent entre elles des rapports étroits, ainsi 
que le montre Vimpossibilité d’obtenir des sérums parfaitement 
spécifiques, les agglutinogénes III et 13 ne peuvent étre considérés 
comme identiques. Ces résultats conduisent 4 admettre que l’une 
au moins des deux souches III et 13 présente a sa surface les 
deux agglutinogénes III et 13. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


L’étude sérologique des souches de staphylocoques proposées 
comme types 10, 11, 12, 13 par Hobbs nous a permis de mettre 
en évidence les faits suivants : 

1° Nous avons pu confirmer l’existence d’un agglutinogéne spé- 
cifique a la surface de chacune des souches 10, 11, 12 et 18. 
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2° Ces agglulinogénes n’existent pas isolément a la surface des 
souches proposées comme types, les résultats obtenus au cours 
de ce travail ayant mis en évidence l’existence de relations étroites 
entre les souches 10, 11, 12, 13 et certaines des neuf souches 
types précédemment décrites. 

C’est ainsi que la souche 10 doit étre rapprochée de la souche 9 
et que l’on doit admettre l’existence des agglutinogénes 9 et 10 
sur au moins lune de ces deux souches. 

Les souches 11 et 12 sont & rapprocher de la souche 8 et l'on 
doit admettre l’existence de combinaisons variables des aggluti- 
nogénes 8, 11 et 12 a la surface de ces trois souches. 

Les réactions croisées constatées entre les souches III et 13 et 
leurs sérums obligent de méme a admettre que Pune de ces deux 
souches au moins présente a sa surface les deux agglutinogénes III 
et 13. 


3° Le choix comme souche type de souches possédant plusieurs 
agglulinogénes spécifiques rend généralement trés difficile sinon 
impossible Vobtention de sérums spécifiques n’agglutinant que 
leur souche homologue. I] apparait en conséquence indispensable, 
du point de vue pratique, d’isoler des souches appartenant aux 
types sérologiques précédemment décrits, mais présentant une 
structure antigénique plus simple et ne possédant en particulier 
qu'un agglutinogéne spécifique prédominant. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE SEROLOGIC IDENTIFICATION OF Slaphylococcus. 
Srupy of ayPEs 10; li, 12. 13 .sencimuiciry. 


The serologic study of the Staphylococcus strains proposed by 
Hobbs as types 10, 11, 12, 18 gives the following results : 


1. The authors have been able to confirm the existence of a 
specific agglulinogen on the surface of each of the four strains. 


2. These agglutinogens are not the only ones present on the 


surface : the authors demonstrate the existence of a close rela- 
tionship between the strains 10, 11, 12, 13 and some of the nine 
strains previously described. 

Strain 10 is related to strain 9 and agglutinogens 9 and 10 are 
present on one at least of these two strains. 

Strains 11 and 12 are related to strain 8 and various combi- 
nations of the agglutinogens 8, 11 and 12 are present on the 
surface of these three strains. 

There exist crossed reactions between strain III and strain 13 ; 
this fact proves that one at least of these strains possesses both 
agglutinogens III and 13. 
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3. If strains possessing several specific agglutinogens are chosen 
as type-strains, it is very dificult, if not impossible, to obtain 
specific immune sera agglutinating the homologous strain only. 
It is therefore absolutely necessary to isolate strains belonging 
to the previously described types, but possessing a more simple 
antigenic structure, particularly only one predominant specific 
antigen. 
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SUBSTANCES ANTIBACTERIENNES 
D’ORIGINE TISSULAIRE 


Ill, INFLUENCE DE POLYPEPTIDES DIVERS SUR LA CROISSANCE “” IN VITRO” 
DE QUELQUES BACTERIES 


par Michelle HENON (*), Monique PELLETIER (*) 
et Albert DELAUNAY (**) (***). 


(Institut Pasteur, Garches {S.-et-O.}) 


Précédemment, nous avons montré que certains polypeptides, 
isolés du thymus de veau par des techniques déja connues ou 
mises au point par nous-mémes, ont Je pouvoir d’agglutiner [4] 
de nombreuses bactéries, Gram + aussi bien que Gram —, et de 
favoriser de maniére remarquable leur phagocytose [2]. Des 
actions de cet ordre traduisent, de toute évidence, une modifi- 
cation des surfaces bactériennes, les polypeptides devant se 
comporter en ce cas comme des anticorps spécifiques. Restait 
a savoir si des germes placés dans un milieu de culture enrichi 
d’une trace d’un de nos polypeptides continueraient de croitre et 
de se multiplier comme ils le font dans le milieu normal ou si, 
bien au contraire, leur croissance et leur multiplication se trou- 
veraient entravées. Les expériences ici rapportées s’efforcent de 
répondre 4 cette question, 


PROTOCOLE EXPERIMENTAL. 


1° GERMES UTILISES. —- Ce furent quatre germes Gram + : un staphy- 
locoque pathogéne et un staphylocoque non pathogéne (appartenant 
tous deux aux collections du laboratoire), le staphylocoque pathogéne 
Tin, souche obligeamment fournie par le D™ Vaisman, enfin le classique 
Micrococcus lysodeikticus. Il y eut aussi cing germes Gram -— : une 
Salmonella typhi murium et un bacille typhique de nos collections, 
un colibacille étiqueté Star également donné par le D® Vaisman) et 


(*) Attachée de recherches au C.N.R.S., Institut Pasteur, Garches 
(Seine-et-Oise). 

(**) Chef du Service de Pathologie expérimentale, Institut Pasteur, 
Garches (Seine-et-Oise). 

(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 janvier 1960. 
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deux souches provenant de l'Institut Wright-Fleming : une Salmonella 
typhi murium (Rowley) et une Salmonella paratyphi C (Rowley). 


Quelques expériences furent encore faites avec une bactéridie char- 
bonneuse non pathogeéne. 


2° MinieUX DE CULTURE. — Toutes les épreuves ont été effectuées 
dans des tubes a essais. Ces tubes contenaient l’un des milieux sui- 
vants : 


a) Milieu A. Bouillon 50 (4 ml). Nous appelons Bouillon 50 le bouillon 
standard dont nous nous servons habituellement au laboratoire pour 
cultiver nos germes lorsqu’il a été dilué au 1/50 par de l’eau physio- 
logique. Des expériences préliminaires nous avaient, en effet, appris 
que les résultats cherchés étaient beaucoup plus faciles & obtenir avec 
un milieu de culture pauvre en matiéres nutritives. 


b) Milieu B. Bouillon 50 (4 ml) + Solution d’un polypeptide (_ ml). 
Cette solution renfermait 2 mg de polypeptide par millilitre d’eau 
physiologique. Chaque tube contenant 5 ml de liquide, la concentra- 
tion finale du polypeptide se trouvait donc ramenée a 0,4 mg/ml. 
Avant addition au Bs, la solution de polypeptide avait été stérilisée par 
tyndallisation (chauffage 4 56°, pendant une heure ; opération répétée 
trois fois 4 un jour d’intervalle). L’addition des polypeptides au Bso 
n’altérait en aucune maniére la limpidité des préparations. 


c) Milieu C. Bouillon 50 (4 ml) + Eau physiologique (1 ml). Ce 
milieu était pour nous le témoin véritable des milieux B. 


pH de tous ces milieux : 7 environ. Accessoirement, nous avons eu 
recours, pour étudier la croissance de nos bactéries, au bouillon ordi- 
naire (celui-la méme que, par dilution, nous transformons en Bs0) et 
a la gélose nutritive coulée en boites de Petri. 


3° PoLypEpripes. — Ceux qui nous ont servi ici sont ceux étiquetés 
dans une précédente publication [4] : Pr et Pr. Nous pensons inutile 
de revenir sur leur mode d’obtention. Ces polypeptides, gardés sous 
forme pulvérulente depuis moins de trois mois, étaient dissous, au 
moment de l’emploi, dans de 1]’eau physiologique. 


Pour quelques expériences témoins, dont nous dirons un mot dans 
notre discussion, nous avons aussi fait usage, a titre comparatif, de 
solutions de lysozyme et de sulfate de protamine (2 mg de ces produits 
étant dissous par millilitre d’eau physiologique). 


4° CoNDUITE DES EXPERIENCES. — Les germes étaient d’abord entre- 
tenus par passages répétés en bouillon ordinaire. Puis, le moment venu, 
un nouveau passage nous conduisait & mettre les germes dans celui 
de nos milieux que nous avons appelé milieu A. 


a) Vingt-quatre heures plus tard, 0,2 ml de la culture en milieu A 
était porté dans des tubes contenant soit un milieu B (5 ml), soit le 
milieu C (5 ml). Ceci fait, les tubes étaient déposés dans une étuve 
4 37° pendant quarante-huit heures. A ce moment, avait licu la lecture 
des résultats. Avec les milieux qui étaient restés macroscopiquement 
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stériles, un large ensemencement était fait sur bouillon ordinaire ou 
sur gélose. 

b) La ot il y avait eu culture (agglutinée ou non), nous préle- 
vions 0,2 ml du milieu et, avec ce liquide, nous ensemencions une 
nouvelle série de tubes stériles contenant, les uns, un milieu B (ana- 
logue A celui qui avait déja servi), les autres le milieu C. 

L’opération décrite en a), nous l’avons appelée transfert, celle décrite 
en b) repiquage. L’opération repiquage, en cas de cultures positives, 
pouvait étre recommencée plusieurs fois. 


RESULTATS. 


Ils ont été le fruit de trés nombreuses expériences. En aucun 
cas, nous n’avons observé de résultats aberrants. 


1° R&suLTATS FOURNIS PAR LES TRANSFERTS. — Tous les trans- 
ferts effectués dans le milieu C ont donné heu a des cultures par- 
faitement normales. En revanche, ceux effectués dans les milieux B 
ont fourni des résultats qui ont varié, d’une part selon la nature 
du polypeptide qui entrait dans la composition du milieu et, de 
Vautre, en fonction du germe expérimenté. 


a) Expériences avec P,,. Aucune culture n’a pris place aprés 
transfert sur Je milieu B (B,, + P,,) de Micrococcus lysodeikticus, 
de Salmonella typhi murium (Rowley), de Salmonella paratyphi C 
(Rowley) et du staphylocoque Tin. 

En revanche, il y eut culture pour tous les autres germes, mais 
la culture était anormale en ce sens que les germes restaient 
agglutinés. 

b) Expériences avec P,,,. Le milieu B (B,, + P,,) a empéché le 
développement de Micrococcus lysodeikticus. 

Il a freiné, comparativement, le développement du staphylocoque 
pathogéne (de notre collection) et produit une agglutination de la 
culture. 

Ti a freiné de méme le développement du staphylocoque non 
pathogéne (de notre collection) et du colibacille Star mais sans 
entrainer, cette fois, d’agglutination. 

Enfin, il n’a paru exercer aucun effet sur le développement de 
notre Salmonella typhi murium et du bacille typhique. 


2° RESULTATS FOURNIS PAR LES REPIQUAGES. — Lorsqu’une 
culture, malgré la présence de P,, ou de P,,,, avait pris place, 
0,2 ml de la préparation était prélevé qui servait A ensemencer, 
dans les mémes conditions que pour les transferts, des séries de 
tubes contenant, soit les milieux B, soit le milieu C. Tous les 
tubes ensemencés étaient ensuite déposés a 87° et leur lecture 
avait leu (comme précédemment) quarante-huit heures plus tard. 
Au besoin, l’opération, comme nous le verrons, était répétée. 
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a) Expériences avec Py. — Apres repiquage de la premiere 
culture obtenue en B;, + Py, (milieu B) sur B,, (milieu C), nous 
avons observé les faits suivants : pas de culture pour les staphy- 
locoques pathogéne et non pathogéne, de méme que pour le bacille 
typhique ; culture peu abondante, par rapport au témoin, pour 
le colibacille Star; culture normale pour la Salmonella typhi 
murium (de notre collection). 


Apres repiquage de la premiére culture obtenue en B,, + Py 
(milieu B) sur le méme milieu, ces autres faits ont été notés : pas 
de culture pour les deux staphylocoques et le bacille typhique, 
culture peu abondante et caractérisée par une agglutination consi- 
dérable pour le colibacille Star, enfin culture trés peu abondante 
mais non agglutinée pour Salmonella typhi murium. 


Apres repiquage de la seconde culture obtenue en B,, + Pi, 
(milieu B) sur B,, (milieu C), culture peu abondante (et germes 
légérement agglutinés) pour la Salmonella typhi murium, culture 
normale pour le colibacille Star. 


Apres repiquage de la seconde culture oblenue en B,, + Py 
(milieu B) sur le méme milieu, culture nulle pour la Salmonella 
typht murium ; culture trés peu abondante, avec agglutination des 
germes, pour le colibacille Star. 


Aprés repiquage de la troisiéme culture obtenue en B,, + Py 
(milieu B) sur B,, (milieu C), aucune culture, aussi bien pour la 
Salmonella typhi murium que pour le colibacille Star. 


b) Expériences avec P,,. — Apres repiquage de la premiére 
culture obtenue en B,, + P,,, (milieu B) sur B,, (milieu C), pas 
de culture pour le staphylocoque non pathogéne, culture peu abon- 
dante de germes non agglutinés pour le staphylocoque pathogéne, 
le colibacille Star et le bacille typhique, culture normale pour la 
Salmonella typhi murium. 


Apres repiquage de la premiére culture obtenue en B,, + Pyy 
(milieu B) sur le méme milieu, pas de culture pour le staphylo- 
coque non pathogéne, culture trés peu abondante avec agglutina- 
tion pour la Salmonella typhi murium, culture faible et non agglu- 
tinée pour le staphylocoque pathogéne, culture normale pour le 
colibacille Star et le hacille typhique. 


Apres repiquage de la seconde culture oblenue en B,, + Pry 
(milieu B) sur B,, (milieu C), obtention d’une culture normale 
dans son aspect pour les quatre germes qui avaient poussé suc le 
milieu précédent : staphylocoque pathogéne, Salmonella typhi 
murium, colibacille Star et bacille typhique. 


Apres repiquage de la seconde culture obtenue en B,, + Py, 
(milieu B) sur le méme milieu, obtention, avee les quatre germes 
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précédents, de cultures abondantes mais caractérisées aussi par 
une agglutination trés forte des germes. " 

L’expérience, poursuivie avec le seul bacille typhique régulié- 
rement entretenu sur B,, + P,,, (milieu B), a donné des résultats 
comparables aux précédents (culture abondante avec agglutination) 
jusqu’au cinquiéme repiquage. Au sixiéme repiquage (et au-dela), 
nous avons eu la surprise de constater que, si les cultures demeu- 
raient abondantes, ]’agglutination des germes cessait, simultané- 
ment, de prendre place. 


DISCUSSION ET CONCLUSIONS. 


1° Les résultats que nous venons d’exposer nous ont paru 
remarquables d’abord par leur netteté. Ils montrent, au-dela de 
toute discussion, que les polypeptides tissulaires préparés par nos 
soins et que nous avons étiquetés P,, et Py, sont capables de 
troubler et méme de suspendre la croissance de nombreux germes 
sur des milieux de culture qui, autrement, répondent a leurs 
besoins. Le trouble obtenu en ce cas est caractérisé par la mise 
en place de cultures qui sont, proportionnellement, trés peu abon- 
dantes et, surtoul, qui sont agglutinées. 


2° Cette action, nous l’avons dit, s’observe surtout avec des 
milieux dont le pouvoir nutritif est relalivement faible. La 
retrouve-t-on avec des milieux trés riches? En partie seulement. 
Il arrive, par exemple, que des germes qui, ayant séjourné dans 
un milieu B, ne donnent plus de subculture quand on les repique 
en milieu C, reprennent au contraire leur développement aprés 
ensemencement sur bouillon ordinaire ou gélose nutritive. 


3° Elle est plus nette pour le polypeptide P,, que pour le poly- 
peptide P,,,. Cela tient sans doute a certaines particularités de 
structure que doit posséder P,,. Dans une série d’expériences 
a part, notre Salmonella typhi murium étant pris pour germe 
d’épreuve, nous avons recherché la dose active limite de ce corps. 
A 4 ml de B,,, fut ajouté 1 ml de solutions de P,, plus ou moins 
concentrées (0,2, 0,1, 0,04 et 0,02 mg/ml). Dans le tube qui conte- 
nait 0,04 mg de P,,, l’agglutination des germes (observée avec 
les doses supérieures) a cessé de prendre place. En présence de 
0,02 mg de P,,, la culture obienue fut une culture normale. 


4° La méme action varie aussi en fonction du germe mis en 
ceuvre. Certains germes réagissent plus que d’autres au contact 
des polypeptides. Seule, lexpérience permet de détecter ici la 
sensibilité. Cela vaut aussi bien pour les germes a Gram positif 
que pour les germes 4 Gram négatif. Nous pouvons ajouter dans 
ce paragraphe quelques observations faites avec la bactéridie char- 
bonneuse dont nous n’avons pas encore parlé parce qu’elles 
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avaient été moins poussées que les précédentes. Sur la bactéridie 
charbonneuse, comme il parait le faire dans tous les cas, P,, 
a montré une activité supérieure a celle de P,,,. Ainsi, lorsque ces 
deux corps étaient utilisés 4 méme concentration, la ou. apparais- 
sait une culture agglutinée en présence de P,,,, il n’y avait déja 
plus de culture en présence de P,,. Cependant, lors des repi- 
quages, une action également stérilisante de P,, finissait toujours 
par étre notée. 


5° A titre comparalif, quelques expériences ont été effectuées 
avec des tubes dans lesquels on avait ajouté au B,,, non l'un ou 
l'autre de nos polypeptides, mais du sulfate de protamine ou du 
lysozyme (concentration finale de ces corps dans le milieu : 
0,4 mg/ml). Dans ces conditions, furent recueillis les faits sui- 
vants. Le sulfate de protamine a suspendu aussifét la culture du 
bacille typhique, de la Salmonella typhi murium, de la bactéridie 
charbonneuse, du Micrococcus lysodeikticus. Le lysozyme, de son 
coté, a, dés le premier ensemencement, arrété la croissance du 
Micrococcus lysodeikticus et de la bactéridie charbonneuse. En 
revanche, méme au cours de nombreuses subcultures faites en sa 
présence, il n’a manifesté aucun effet sur le bacille typhique et la 
Salmonella typhi murium. 

Les résultats trés frappants obtenus avec le sulfate de prota- 
mine méritent certainement d’étre rapprochés de ceux déja enre- 
gistrés par Wolff et Brignon {3}. 


6° Comment des polypeptides tissulaires parviennent-ils a freiner 
et méme a suspendre la croissance bactérienne « in vilro » ? Nous 
ne pouvons encore répondre a ces questions. Dans leur travail déja 
mentionnés [3}, Wolff et Brignon se sont eux-mémes bornés a dire 
que l’action bactériostatique des protéines basiques doit se pré- 
senter schématiquement comme un probléme physico-chimique de 
dissociation et de déplacement d’équilibre, en ajoutant cette 
remarque : « La structure complexe de ses composants imposera 
longtemps encore a la recherche des antibiotiques du type pro- 
tamine un caractére purement empirique ». 

Nous nous contenterons de mentionner ici ce fait d’expérience. 
Les cultures de la Salmonella typhi murium (Rowley), de la Sal- 
monella paratyphi C (Rowley), du staphylocoque pathogéne Tin, 
qui ont séjourné une heure dans un milieu B (B,, + Py), ne 
donnent pas de subcultures quand elles sont repiquées directement 
dans le milieu C (ensemencement fait avec 0,2 ml). Elles donnent, 
au contraire, une subculture dans Je milieu C quand, avant le 
repiquage, elles ont été diluées par de l’eau physiologique, dix, 
cent ou mille fois. L’action du P,, doit done se poursuivre dans 
Je milieu ot a été fait le réensemencement. 

Il ressortait clairement de nos expériences précédentes [4, 2] 
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que P,, et P,,, peuvent se combiner, comme le font des anlicorps, 
a des surfaces bactériennes. La mort plus ou moins rapide des 
bactéries qui résulte de cette combinaison est-elle due a une per- 
turbation secondairement apportée aux métabolismes cellulaires ? 
Cela nous parait trés probable. Nous montrerons, dans un pro- 
chain mémoire, ce que viennent de nous apprendre des expé- 
riences dont le but était d’étudier le métabolisme respiratoire de 
diverses bactéries gardées en présence de polypeptides tissulaires. 


7° A tort ou a raison, nous avions émis Vhypothése [4] que, 
dans Porganisme, des polypeptides pourraient jouer un rdéle dans 
la genése de formes bactériennes anormales comme les formes L. 
Des expériences que nous avons faites récemment in vitro ont, 
jusqu’ici, été incapables de vérifier cette hypothése. Cette fois, 
nous nous étions servis d’un Proteus, obligeamment fourni par 
le professeur Mendel (de Strasbourg) et connu pour la facilité de 
sa transformation en forme L (dans les tubes a essais). Ce germe, 
nous l’avons entretenu durant des semaines dans un milieu B ot 
avait été ajoutée une solution de P,,. Il s’agissait d’une solution 
trés peu concentrée qui, A ce titre, était agglutinante mais non 
hactéricide. Jamais, lors d’un repiquage, nous ne sommes _par- 
‘venus a noter la production de formes anormales. Mais peut-étre 
que ce type d’expériences gagnerait a étre repris dans des condi- 
tions plus perfectionnées. 


RESUME. 


Des doses, méme trés faibles (0,04 mg/ml par exemple), de 
certains polypeptides d’origine tissulaire (P,, et P|,,) sont capables 
de modifier (cultures peu abondantes et agglutinées) et méme de 
suspendre complétement la croissance de nombreux germes, 
aussi bien a Gram positif qu’a Gram négatif, dans un milieu qui, 
autrement, répond a leurs besoins, 


SUMMARY 


TIssULAR ANTIBACTERIAL SUBSTANCES. 


III. — INFLUENCE OF VARIOUS POLYPEPTIDES ON THE in vilro GROWTH 
OF CERTAIN BACTERIA. 


Very small doses (0,04 mg/ml) of certain tissular polypeptides 
(Pj, and P,,;) are able to modify (poor and agglutinated cultures) 
and even completely inhibit the growth of many germs (Gram- 
positive and Gram-negative) in a medium which would otherwise 
allow a normal development, 
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ABSENCE DE FORMATION D/ANTICORPS PRECIPITANTS 
APRES INJECTION DE LEVANE DE BACILLUS SUBTILIS 
AU LAPIN, AU SINGE ET AU CHEVAL. 


par M'e Y, JOYEUX et R. DEDONDER (*). 


(Institut Pasteur, Laboratoire des Polyosides) 


INTRODUCTION. 


‘Les lévanes, polyosides constitués de molécules de fructo-fura- 
nose, sont produits par diverses bactéries en croissance sur du 
saccharose. Leur constitution chimique peut les rapprocher des 
dextranes qui sont formés de chaines de glucopyranose. Ces 
dextranes ont fait l’objet de nombreux travaux tant en physio- 
logie qu’en immunochimie ; on connait leur utilisation comme 
succédanés du plasma [4, 2, 3]. Les lévanes d’Aerobacter leva- 
nicum {4] et de B. subtilis sont les mieux connus. 

B. subtilis, cultivé sur saccharose, synthétise un lévane cons- 
titué de trés grosses molécules ramifiées, formées de chaines de 
-fructo-furanose d’une longueur de 9 a 10 restes liés entre eux 
par les carbones 2 et 6, les branchements se faisant par les 
liaisons 2-1 [5}. 

Dans un travail précédent nous avons étudié le lévane de 
B. subtilis dans ses effets physiologiques sur le rat, la souris et 
le lapin. Les résultats, semblables quant A la persistance dans le 
sang et a l’élimination par les urines A ceux obtenus avec le 
dextrane, ont sur celui-ci certains avantages : de ne pas provoquer 
de leucocytose, de permettre une régénération plus rapide de la 
cellule hépatique [6]. 

Le présent travail concerne l'étude des propriétés antigéniques 
du lévane de B. subtilis sur quelques espéces animales ; le lapin, 
le singe (cynocéphale) et le cheval. 

Hehre, Genghof et Neill en 1945 (7], Horsfall en 1951 [8] ont 
immunisé des lapins avec des préparations de Streptococcus 
salivarius et d’un microorganisme dénommé par ces auteurs 
Bacillus N9, ainsi qu’avee du lévane préparé a partir de ces 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 janvier 1960. 
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germes. Ils ont obtenu des anticorps anti-lévane avec les suspen- 
sions microbiennes, mais pas avec le lévane isolé. 

Allen et Kabat, en 1957, obtiennent chez l’homme un immun- 
sérum en injectant un lévane natif [9, 40). 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


A. — ANTIGENES. 


a) BaciLus supritis. — La souche conservée A l’état de spores est 
cultivée 4 30° sur milieu minéral [4141] contenant 6 p. 100 de saccharose. 
La récolte est faite dix-huit heures environ aprés 1l’ensemencement, 
lorsque la densité optique de la culture est de 2,00. Les bacilles sont 
ainsi en phase productrice de lévane. On centrifuge A la Sharples a 
40 000 t/mn. Le culot microbien est constitué de B. subtilis enrobés de 
lévane natif. [1 est repris par de l’eau physiologique en quantité variable 
selon la concentration microbienne désirée : 1,2 ou 4 milliards par mil- 
lilitre. 

Les suspensions de B. subtilis sont utilisées comme préparations anti- 
géniques, les germes étant soit 4 l'état frais, soit tués par chauffage 
deux heures a 100°, soit tués par du formol a 1 p. 1000. 


b) L&VANE NATIF ET FRACTIONS. — Le lévane natif est obtenu par pré- 
cipitation alcoolique (éthanol 60 p. 100) 4 partir du milieu de culture 
apres séparation des microbes par centrifugation ; son poids molécu- 
laire est environ 60 x 10°. 

Les fractions sont obtenues par un gradient de précipitation alcoolique 
apres hydrolyse acide du lévane natif [412]. 

Les poids moléculaires des fractions utilisées comme antigénes sont : 
Bee — One LOce Hie — le xe LOSS es a 60 000 aie — 950000: 


c) L&vANE MARQUE Au !4C. — II est obtenu 4 partir d’une culture de 
B. subtilis sur saccharose marqué au 14C. Aprés élimination des 
microbes par centrifugation, le lévane natif est précipité par 1’éthanol 
4 60 p. 100. 


B. — OBTENTION DES SERUMS ET METHODES D’EXAMEN. 


1° Le sang est prélevé dans des tubes a centrifuger chez les animaux 
4 jeun, dans la veine marginale de loreille chez le lapin, dans la veine 
jugulaire chez le cheval et dans la veine du bras chez le singe. 

On laisse les échantillons de sang deux heures 4 la température du 
laboratoire. On décolle alors les caillots. On abandonne deux heures 
4 la glaciére et on centrifuge & + 4°, dix minutes a 5 000 tours, 

Le sérum est conservé en présence de merthiolate 4 la concentration 
de 0,01 p. 100. 


2° RECHERCHE DES ANTICORPS PRECIPITANTS. — a) Méthode qualitative : 
Nous utilisons celle de l’anneau ou « ring-test ». Dans un tube capil- 
laire le sérum est mis a la partie inférieure ; on dépose en contact 
avec le sérum et sans mélanger la solution de lévane ; pour cette solu- 
tion on utilise trois concentrations différentes : 0,5, 1 et 2 p. 100. 
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b) Méthode quantitative : C’est celle d’Heidelberger et Kendall [413], 
ou le sérum est en quantité constante et l’antigéne en quantité variable. 

Dans une série de tubes on met 0,5 ml de sérum et des quantités 
d’antigéne (lévane natif et fractions) variant de 2 A 200 yg : M1, IGS 
25, 50, 100, 150, 200. On compléte A 1 ml avec de l’eau physiologique. 
Les tubes sont mis au bain-marie 4 37° pendant une heure, puis a la 
chambre froide 4 + 4°; ils sont examinés chaque jour pendant quinze 
jours. 


3° REGHERCHE DES ANTICORPS NON PRECIPITANTS. — Les y-globulines du 
sérum sont relarguées par du sulfate d’ammonium A 33 p. 100 de 
saturation en présence de lévane C. Le précipité est redissous dans 
de l’eau distillée et la radioactivité est mesurée sur une partie aliquote : 
40,1 ml d’une solution de lévane 14C a 0,032 ¢ pour 100 ml correspon- 
dant 4 4 800 coups/mn, on ajoute 0,4 ml d’eau physiologique et 0,5 ml 
de sérum ; on met une heure au bain-marie a 37°; on ajoute 1 ml 
d’une solution de SOs (NHi)2 & 66 p. 100 de saturation. On laisse une 
nuit a la glaciére ; on centrifuge dix minutes a 5000 t/mn ; on lave 
le précipité avec 1 ml de SO; (NH4)2 4 33 p. 100 de saturation et on 
centrifuge 4 nouveau dans les mémes conditions ; le précipité est repris 
dans 1 ml d’eau distillée ; des prélévements de 0,1 ml sont étalés, 


séchés et comptés. 


Cy —— Tnsrs cursanese 


Chaque animal recgoit, en deux endroits distincts de la peau du ventre 
soigneusement épilée, deux injections intradermiques : l'une de 2 mg 
de Jévane natif dans 1 ml d’eau physiologique, l’autre de 1 ml d’eau 
physiologique [44]. 

On examine la peau quelques heures apres les injections et tous les 
jours pendant une semaine. Sont considérés comme positifs les animaux 
qui présentent 4a l’endroit de l’injection intradermique une réaction 
inflammatoire cedémateuse. 


EXPERIMENTATION. 


A. — IMMUNISATION DES ANIMAUX. 


Trois espéces animales sont immunisées : des lapins, des che- 
vaux et des singes (cynocéphales). 

Un contréle préalable des sérums des animaux est effectué avant 
les immunisations : aucun d’eux ne précipite les différentes pré- 
parations de lévane. 


Lapins. 


1° LEVANE NATIF ET FRACTIONS. — Dans une premicre série 
d’injections, les animaux recoivent par voles intraveineuse et sous- 
cutanée alternées, 1 mg de Jévane dans 1 ml d’eau physiologique 
quatre jours par semaine pendant deux semaines. 

Les sérums sont examinés huit, quinze et vingt et un jours 
aprés la derniére injection. 
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__Aprés trois semaines de repos, une deuxiéme série d’injections, 
identique 4 la premiére, est effectuée. Les sérums sont examinés 
chaque semaine pendant six semaines aprés la derniére injection 
de cette deuxiéme série. 

(Lévane natif : 8 lapins ; fractions LB,,, F,, F,, F,, F, : 4 lapins 
pour chaque fraction). 


2° Fraction LB,, et apsuvanr pe FREUND [45}). — La prépara- 
tion est effectuée au « Mixeur ». On mélange : 40 mg de LB,,, 
10 mg de B. K. tués, 10 ml de ClNa a 8,5 p. 1000, 8,5 ml 
d’huile minérale, 0,75 ml de Span (1), 0,75 ml de Tween (1). 

On injecte a quatre lapins 2 ml du mélange correspondant 
& 4 mg de lévane, par voie sous-cutanée dans la région dorsale 
du cou entre les omoplates. 

Les sérums sont examinés un mois aprés. Une deuxiéme injec- 
tion, identique 4 la premiére, est alors faite; un mois et deux 
mois aprés cette deuxiéme injection, les sérums sont examinés. 


20 ‘4 


3° « BAacILLUSs SUBTILIS ». — a) On inocule & quatre lapins par 
vole intraveineuse, quatre jours par semaine pendant deux 
semaines, des doses progressives de 1 A 4 milliards de microbes 
tués par la chaleur. Aprés cette premiére série d’injections les 
sérums sont examinés huit, quinze et vingt et un jours aprés la 
derniére inoculation. 

Aprés trois semaines de repos, une deuxiéme série d’injections 
est faite, analogue a la premiére, mais par vole sous-cutanée. 

Les sérums sont examinés chaque semaine pendant six semaines 
apres la derniére injection. 

b) Huit lapins sont inoculés avec des suspensions de B. subtilis 
formolé 4 1 p. 1000, par voie sous-cutanée, pendant dix jours 
consécutifs, avec des doses croissant de 1 x 10° 42 x 10° germes. 

On examine les sérums huit, quinze, vingt et un jours et trois 
mois aprés Ja derniére injection sous-cutanée. 

Quatre mois aprés le début des injections, on fait, 4 chacun des 
huit lapins, une injection de rappel avec une préparation contenant 
4 x 10° germes de B. subtilis additionnés de 15 mg de lévane 
natif, et émulsionnés dans de l’adjuvant de Freund en une injec- 
tion sous-cutanée de 2 ml dans la région dorsale du cou entre les 
omoplates. 

Un mois aprés l’injection, toutes les semaines pendant quatre 
semaines, puis aprés quatre mois et douze mois, les sérums sont 
examinés. 

Une deuxiéme injection de rappel est effectuée un an aprés la 
premiére, par voie intraveineuse avec 10 mg de lévane natif dans 


1 ml d’eau physiologique. 


(1) Détergents non ioniques. 
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Six jours aprés ceite injection les sérums sont examinés. — 

Un mois aprés cette deuxiéme injection de rappel, une troisieme 
injection de rappel est faite avec 0,5 x 10° de B. subtilis dans 
1 ml d’eau physiologique par voie intraveineuse. Le lendemain, 
on injecte 1 x 10° de B. subtilis par la méme voie. 

Six jours et quinze jours aprés cette derniére injection, on exa- 
mine les sérums. 

Le tableau I rend compte du protocole d’immunisation suivi 
chez les lapins. 


Tasteau I. — Immunisation des lapins. 


eae lévane natif et fractions Bacillus subtilis 
lévane natif LIpi2 Lio Fy Fs ° Fy Chauffé 2 h & 100° Formolé & 1%0 
+Freund 


lére série lere série 


100 x 106 
200 
200 
wo eee 
500 


2 semaines 


-voies intraveineuse et sous-cutenée alter 
nées sauf Lgy> + Freund = 4 mg en une inje 
tion sous-cutanée 


a= 4 - 
Ae 4 - 


voie intraveineuse 


oonro x 


10 jours consécutifs 


B. subtilis 4 x 109 
+ Lévane natif 15mg 
+ Freund 

une injection sous- 
cutanée 


identique 4 la lére identique & la lére 


voie sous-cutanée 


d 
és voie sous-cutanée 
Db 
o 3 semaines de repos 4 mois de repos 
u 
n 
s reat ee a oe Kea) Saease 
8 2ceme série 2eme série 25/1C/57 
a 
t 
i 
° 
n 


2e rappel 11/12/58 
lévone natif 10 mg 

une injection intra- 
veineuse. 


3e rappel 8/1/59 
B. subtilis frais 

0,50x102 
- = 1,00x109 
2 jours consécutifs 
voie intraveineuse 


Chevaux et singes. 


Le protocole d’immunisation est le méme pour les deux espéces 
animales. Il est rapporté dans le tableau II. 

Deux chevaux et deux cynocéphales sont inoculés avec B. sub- 
filis frais, deux fois par semaine pendant quatre semaines, par 
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vole intraveineuse chez le cheval, et par voies intraveineuse et 
sous-cutanée alternées chez le singe. 


Les sérums sont examinés chaque semaine pendant trois 
semaines. 


Tasteau I]. — Immunisation des chevaux et des singes. 
Bacillus subtilis frais. 


quantités de germes injectés 


2,50 x 109 25,00 x 106 


5,00 x 109 50,00 x 10% 
10,00 - 50,00 - 
20,00 - 100,00 
50,00 - 250,00 
100,00 = 500,00 
150,00 - 750,00 
300,00 - 1500, 00 
ler rappel 
250, 00 
500,00 


2éme rappel 


Aprés ces trois semaines, on effectue deux injections de rappel 
la méme semaine. Pendant trois semaines, on examine chaque 
semaine les sérums. On fait alors, aprés ces trois semaines, deux 
nouvelles injections de rappel la méme semaine, et on examine 
les sérums chaque semaine pendant trois semaines. 


B. CoMPORTEMENT DES ANIMAUX. 


Lapins. — Les animaux n’accusent pas de phénomeéne de choc 
apres les injections. 

Les températures rectales varient dans les limites normales pen- 
dant toute la durée des injections. Le lévane n’a donc pas d’effet 
pyrogéne sur cet animal. 

Les lapins continuent 4 prendre du poids pendant les périodes 
d’injection, sauf les huit lapins auxquels on inocule B. subtilis 
formolé a 1 p. 1000, dont le poids reste stationnaire pendant la 
durée de immunisation. 
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Chevauz et singes. — Les chevaux ont accusé les symptémes du 
choc, mais avec une récupération rapide de |’état normal. 

Les singes ont trés bien supporté les injections ; ils n’ont mani- 
festé aucun signe pathologique. 


C. Reésurtats. 

1° Anticorps précipitants. — ‘La méthode de l’anneau, effectuée 
sur chaque échantillon de sérum des trois espéces animales : 
lapins, chevaux et singes, avec le lévane natif et les fractions LB,,, 
I',, F, et F,, a toujours donné des résultats négatifs : on n’observe 
pas d’anneau a l’interface sérum-lévane. 

Malgré Vabsence de positivité de cette réaction, nous avons 
essayé la méthode quantitative. Aucun sérum n’a donné de préci- 
pité, tant avec le lévane natif qu’avec les fractions. 


2° Tests cutanés. — Sur la série des huit lapins immunisés avec 
le B. subtilis formolé & 1 p. 1 000, nous avons effectué des tests 
cutanés. 

Une série témoin de huit lapins non immunisés recoit également 
les deux injections intradermiques de solution de lévane et d’eau 
physiologique. 

Dans la série des Japins témoins tous les tests sont négatifs. 

Dans la série des lapins immunisés, trois sur huit donnent des 
réactions inflammatoires indurées a l’endroit de Vinjection de 
lévane natif; deux autres donnent des résultats douteux. Les 
injections témoins d’eau physiologique donnent toutes des réponses 
négatives. 


Tastrau II]. — Tests cutanés et recherche d’anticorps non préci- 
pitants. 


IV 
| Test-cntanés in. . c/min. dang 
| YXAT le ppté le ppté le ppté 
H 24/1/58 | 30/11 15/4/59 


25/X/57 


3 
9 
I 
id 
“4 
dd 
$B 
g 
o 
a 
5 
4 
+ 
a 
A 
i 
He) 
2 
s 
2 
Q 


Dhe t+ DOI OH 
2e rappel = Lévane natif 
Oe co OQ DH 


B. subtilis formolé & 1 0 


ler Rappel 


Les résultats exprimés en coups/min. se rapportent & 1 ml de sérum. Témoins des 
test-cutanés : 8 lapins neufs, négatifs. Chiffre-témoin en coups/min. = 2920; 
moyenne de 16 déterminations sur 4 sérums de lapins neufs (limites extrémes, 


1640 et 4 260). 
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Les tests cutanés ont été pratiqués sur les mémes lapins une 
deuxiéme et une troisiéme fois au cours de l’année qui a suivi 
le début de l’immunisation, Ils ont été négatifs, méme ceux qui 


étaient faits quelques jours aprés une injection de rappel 
(tableau ITI). 


3° Anticorps non précipitants. — Nous les avons recherchés sur 
la série des huit lapins dont trois avaient donné une réponse posi- 
tive aux tests cutanés (tableau III). 

Le chiffre-témoin des expériences I, II, HI et IV, exprimé en 
coups/mn, a été établi sur seize déterminations correspondant a 
quatre sérums de quatre lapins neufs. Les protéines du sérum de 
lapin entrainent du lévane “C qu’on n’élimine pas par lavage ; 
nous avons fait des essais en ne lavant pas le précipité, et en le 
lavant trois fois ; nous obtenons les mémes valeurs avec et sans 
lavage. En comparant les chiffres obtenus avec les sérums des 
lapins immunisés a ce chiffre-témoin, nous ne retenons qu’un seul 
résultat positif (expérience I, lapin 36), correspondant au lapin 
qui avait le mieux réagi au test cutané. 

‘Les injections de rappel n’ont pas maintenu ni augmenté ce taux 
d’anticorps. 


Discussion. 


La méthode qualitative de l’anneau ou « ring test » n’a pas donné 
de réaction positive, tant avec le lévane natif qu’avec les différentes 
fractions de lévane. Malgré ces résultats négatifs, la méthode quan- 
titative d’Heidelberger a été appliquée 4 tous les échantillons de 
sérum. Les résultats négatifs se sont trouvés confirmés, quant 
a labsence d’anticorps précipitants. Nous n’avons pas décelé de 
réaction de précipitation non spécifique, comme nous en avons 
observé dans le cas du sérum humain, non immun, lorsqu’on lui 
ajoute certaines fractions de lévane de B. subtilis ; le précipité qui 
se forme dans ces conditions est constitué de 2 a 3 p. 100 des 
p-lipoprotéines de ce sérum [46]. 

Kabat a obtenu chez homme des anticorps anti-lévane avec 
le Iévane natif produit par un microorganisme du genre Strepto- 
coccus [9]. 

Hehre et coll. avaient trouvé, avec Streptococcus salivarius et 
Bacillus N9, des anticorps antilévane chez le lapin [7]. Un des 
méthodes utilisées par ces auteurs pour la recherche des anticorps 
est celle de la fixation du complément. Il nous parait utile de 
signaler que des travaux récents ont montré que Je lévane, a lui 
seul, fixe la fraction C’8, fraction indispensable a l’activité hémo- 
lytique du complément total [17]. Le lévane natif de B. subtilis, 
ainsi que certaines fractions de P. M. relativement élevé : 1 x 10° 
4 50 000 environ, inactivent, totalement ou partiellement, le com- 
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plément, in vivo et in vitro 48]. Cependant ces auteurs ont égale- 
ment obtenu des résultats positifs par la méthode de précipitation 
avec le sérum variable. 

Les espéces animales: lapin, singe et cheval, réagissent plus 
difficilement a nos préparations de lévane de B. subtilis [49]. 

Malgré Vabsence d’anticorps précipitants, les réactions cutanées 
positives, obtenues chez plusieurs lapins par injection intrader- 
mique de lévane natif, nous ont amenés a nous demander si le 
sérum de ces animaux ne contenait pas d’anticorps non préci- 
pitants. 

L’utilisation de lévane marqué au “C nous a permis de mettre 
en évidence un résultat positif pour un des lapins qui avait donné 
le test cutané le plus net. Cependant, le taux de ces anticorps est 
faible, et leur présence transitoire : en effet, les injections de 
rappel n’ont pas augmenté, ni méme maintenu ce taux. Les tests 
cutanés, pratiqués parallélement a la recherche des anticorps non 
précipitants, aprés ces injections de rappel, ont donné des résultats 
négatifs. 


RESUME. 


Des préparations variées 4 base de lévane de B. subtilis (suspen- 
sions de germes récoltés en phase productrice de lévane, lévane 
natif ou fractions dépolymérisées) utilisées pour immuniser des 
lapins, des chevaux et des singes, ne provoquent pas Ja forma- 
tion d’anticorps précipitants chez ces trois espéces animales. 

Des modes divers d’immunisation ont été tentés chez les lapins, 
avec ou sans adjuvant de Freund, par voies sous-cutanée ou intra- 
veineuse pour les différents antigénes utilisés, mais aucun n’a 
donné de résultat positif. 

Cependant, les lapins immunisés avec des préparations de 
Bacillus subtilis ont donné des tests cutanés positifs. Des anticorps 
non précipitants ont pu étre décelés, en utilisant du lévane C, 
dans le sérum du lapin qui avait donné le test cutané le plus net. 


SUMMARY 


NON-FORMATION OF PRECIPITATING ANTIBODIES AFTER INJECTION 
or B. subtilis LEVAN INTO RABBITS, MONKEYS AND HORSES. 


Various B. subtilis levan preparations have been used to immu- 
nize rabbits, horses and monkeys : suspensions of germs in the 
levan producing phase, native levan, and depolymerized frac- 
tions. They do not induce the formation of precipitating anti- 
bodies in these three animal species. 

Rabbits were injected by various routes, with or without Freund’s 


LE LEVANE DE B. SUBTILIS 727 


adjuvant, but the results were always negative. However, positive 
skin tests were obtained in rabbits immunized with B. subtilis 
preparations. 

Non-precipitating antibodies have been demonstrated with C 
labelled levan in the serum of the rabbit presenting the most 
marked skin-reaction. 
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Lema! 


TAUX DES ANTICORPS DITS ’’ NATURELS ” 
ET HYPERGAMMA-GLOBULINEMIE 


par R. VARGUES et B. GRENIER (*). 


(Ecole de Médecine, Tours [Indre-et-Loire}) 


Généralement, quand on injecte 4 un animal une suspension 
antigénique ou quand un sujet humain présente une maladie 
infectieuse, l’apparition, dans le sérum, des globulines-anticorps 
ne s’accompagne pas de modifications notables du protéinogramme 
électrophorétique. Cela se congoit : en effet, si l'on admet que les 
anticorps formés sont des nouvelles y-globulines qui s’ajoutent au 
stock préexistant, un calcul grossier montre que pour une agglu- 
tination nette au 1/1000, l’accroissement du taux des y-globulines 
ne peut excéder quelques centigrammes par litre de sérum. Inver- 
sement, des affections dans lesquelles la présence d’anticorps 
a taux élevé n’a pas été démontrée (cirrhose du foie, parasitoses 
sanguines, lépre, septicémies lentes, etc.), entrainent une hyper- 
y-globulinémie souvent caractéristique. Dans ces affections hyper- 
y-globuliniques, il est important de savoir si augmentation de la 
fraction y résulte d’une stimulation de la défense humorale de 
Vorganisme. C’est pourquoi nous étudions de fagon systématique 
le taux des anticorps dits « naturels » dans les sérums dont nous 
établissons la formule protéinique. Nous présentons dans cette 
note nos résultats concernant d’une part les titres d’agglutinines 
anti-globules rouges de mouton, et d’autre part ceux des agelu- 
tinines anti-pyocyanique, deux anticorps naturels qu'il est possible 
de déceler dans les sérums humains. 


SERUMS ETUDIES. 


Nos recherches portent sur 319 sérums de sujets adultes, pour 
la plupart hospitalisés. Un premier groupe de 214 sérums 
comprend des sujets a équilibre protéinique normal, chez les- 
quels le taux des y-globulines oscille entre 10 et 14 ¢ par litre ; 
ce groupe sert de témoin. Le deuxiéme groupe, de 105 sérums, 
comprend des sujets chez lesquels le taux des y-globulines dépasse 
18 g par litre, atteignant dans quelques cas 40 g par litre. Ces 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 janvier 1960. 
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sérums proviennent de sujets atteints d’hépatite infectieuse, de 
cirrhose, de dysprotéinémie essentielle (macroglobulinémie, myé- 
lome, dysprotéinémie «africaine »), de maladies infectieuses 
hyper-y-globulinémiques (paludisme, trypanosomiase, syphilis). 
Les sérums de ces 319 malades ont été conservés 4 — 20° pendant 
un & six mois. La détermination de leur teneur en agglutinines 
est faite par séries de 20 sérums, chaque série étant accompagnée 
d’un sérum provenant d’un sujet sain (1). 


TECHNIQUES UTILISEES. 


Nous utilisons les techniques sérologiques courantes. Le titre 
des agglutinines anti-mouton est recherché aprés avoir chauffé les 
sérums a 56° pendant trente minutes ; les globules de mouton sont 
lavés au tampon de Mayer et Levine et les dilutions sériques sont 
faites avec ce méme tampon. La lecture est effectuée A deux 
reprises ; trois heures aprés séjour 4 37°, puis vingt-quatre heures 
aprés séjour a la température ambiante de 20° environ, la lecture 
étant faite directement par l’observation d’agglomérats non disso- 
ciables, Le dosage des agglutinines anti-pyocyanique est effectué 
sur les sérums non chauffés avec des cultures sur gélose (vingt- 
quatre heures a 37°) d’une souche de Pseudomonas aeruginosa 
(souche de la collection de la Faculté de Pharmacie de Paris). 
La lecture des agglutinations est faite aprés trois heures d’étuve 
d 35° et vingt-quatre heures de séjour 4 + 8°. 


RESULTATS. 


Nous résumons |’ensemble de nos résultats dans le tableau I, 
dans lequel on trouvera le nombre des sérums analysés selon leur 
catégorie, ainsi que le nombre des sérums qui ont fourni un titre 
donné d’ageglutinines anti-mouton ou anti-pyocyanique. 


nh 
/ 


Le calcul des pourcentages et de |’écart-type (« = yee est 
indiqué dans le tableau II. Ces chiffres fournissent les histo- 
grammes de la figure 1. 

Par conséquent, ces chiffres montrent que le titre des agglu- 
tinines recherchées est significativement plus élevé chez les sujets 
hyper-y-globulinémiques que chez les sujets témoins. 

Quelques remarques s’imposent en ce qui concerne ces deux 


groupes de dosages. 


(1) Ces sérums proviennent des hdépitaux de Tours, de l’hépital 
Michel-Lévy 4 Marseille et de |’hépital de Majunga (Madagascar). Nous 
remercions MM. Aron, Coldefy, Charmot et Fouchet, qui nous ont 
fourni ces sujets d’étude. 
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1° Le pourcentage de sérums 4 agglutinines non décelables 
(titre = 0) est de l’ordre de 25 p. 100 dans le groupe des sérums 
hyper-y-globuliniques, alors qu’il est de 60 p. 100 dans le groupe 
des sujets i y-globulinémie normale. Mais dans l’un et lautre 


TaBLeau I. 


hone Taux d’agglutination anti-hématies | Taux dagglutination anti-pyocyanique 


que O | 1/4] 1/8 | 1/16 | 1/32 ]1/64 1/4 | 1/8 | 16} 1/32 | 1/64 

S| fel] | of foo 
Sérums normaux 136] 45 134 

ef groupe 
Sérums hyper-glob. 
-Hépatite infect. 39 OV IO Oy 2 4} 4] 9 4} 41 6] 6} 3 
-Cirrhose 27 4 4 3 4 5 6 7 3 2 
-Mal.infectieuses 6 Wh eG) |) eer ll eae 2 0) 1 1 et 4 
-Dysproteinémies 14 i] aseif ah |} ae 1 1 7 0 4 1 th 1) 
-Divers 19 5 2 Cae 4 0 Uf 3 4 3 2 ie) 


cas, un sérum peut avoir un titre nul vis-a-vis des hématies de 
mouton alors qu’il agglutine Ps. aeruginosa, et inversement. Par 
conséquent les agglutinines dosées sont différentes l’une de l’autre 
et ne peuvent étre toutes deux du type anticorps hétérophiles de 
Forsmann. De méme, bien que nos pourcentages soient statisti- 
quement voisins dans les deux séries de dosages, il n’y a pas de 


TaBLEAv II. 


Titre Agglutinines Agglutinines 
observe anti-mouton anti-pyocyanique 
Sérums Sérums Sérums Sérums 
normaux hyper-%-glob. normaux hyper-¥-glob. 
0 635+68 25,3+8,2 62,6468 27,8484 
1/4 21,0456 200+8 17,3£5,2 11,54 6,2 
1/8 10,324,0 24,34 8,2 121244 245282 
1/16 29424 8,645,6 4,243,0 U7 127.6 
1/32 2,342,2 124464 3,8+28 124464 
1/64 ry) 9,7+60 fe) 67+54 


Ces chiffres sont fournis avec des écarts correspondant A une probabilité 


= 95 p. 100. 


corrélation précise entre le taux des agglutinines fourni par un 
méme sérum : c’est ainsi qu’un sérum a hépatite a donné. cons- 
tamment un titre nul pour les hématies de mouton, alors que les 
agglutinines anti-pyocyanique ont atteint le taux de 1/64. 
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2° Parmi les sérums hyper-y-globuliniques, le groupe des 
39 malades atteints d’hépatite infectieuse est intéressant du fait 
que l’hyper-y-globulinémie n’est que transitoire. Atteignant son 
maximum peu de jours avant l’apparition de l’ictére, elle régresse 
lentement et le taux des y-globulines revient a la normale en deux 
a quatre mois. Chez trois sujets, nous avons pu réexaminer le 
sérum aprés cette période et, dans les trois cas, nous savons 
observé un abaissement du taux des agglutinines noté au premier 


G35 


l° Agglutinines 
anti-hematies de mouton 


© %, Ye Ne Yar Yeu 0% Ye Ne Y32 Vos 


2° Agglutinines 
anti- pyocyanique 


Ries ts 


examen. On peut opposer a ces variations la constance du titre 
des agglutinines chez les sujets cirrhotiques. 


3° Mise a part l’évolution paralléle des agglutinines et du taux 
des yglobulines dans les hépatites virales, nous n’avons pas 
trouvé de corrélation, dans l’ensemble des 105 sérums étudiés, 
entre l’hyper-y-globulinémie et le dosage des agglutinines. Cela 
était 4 prévoir, puisque des sérums du premier groupe, a taux de 
y-globulines normales, peuvent agglutiner au 1/32 les antigénes 
utilisés, 

4° Notons enfin que parmi les 14 sérums « dysprotéinémiques », 
nous avons 3 sérums macroglobuliniques et 2 sérums kalhériens. 
Malgré l’hyper-y-globulinémie voisine de 50 p. 100 constatée dans 
ces sérums, le titre des agglutinines a été nul vis-a-vis des hématies 
ou du bacille pyocyanique. 


732 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


DISCUSSION. 


Ces recherches ont été dictées par le probleme que posent les 
relations entre le taux des y-globulines et la défense humorale de 
lorganisme. En l’absence d’incitation antigénique, il semble que 
la sécrétion des y-globulines ne peut s’effectuer, comme le 
prouvent les protéinogrammes agamma-globuliniques des rats 
«germ free » (Gustafson {4]). Par ailleurs, les sujets humains 
qui présentent une hypo-y-globulinémie ont généralement un titre 
abaissé ou nul quand on recherche les agglutinines naturelles [2]. 
Nos résultats montrent que, dans le cas inverse, quand les sérums 
sont riches en y-globulines, le titre des anticorps naturels se trouve 
augmenté, exception faite semble-t-il pour les « para-protéines » 
du type myélomateux ou macroglobulinique. Le fait est d’autant 
plus remarquable que la cause de la réaction sérique y-globuli- 
nique n’est pas identique puisque tantot elle résulte d’une irrita- 
lion exogéne (infections A virus, a bactéries ou a protozoaires) et 
tantot elle est la conséquence d’un processus endogéne (cirrhose, 
sénilité). Or, nos résultats ne montrent pas de différence appré- 
ciable en fonction de la cause. On doit done admettre que dans 
la majorité des cas, Vhyper-y-globulinémie témoigne de Vhyper- 
plasie ou de l’hyperfonctionnement des cellules sécrétrices d’anti- 
corps. 

En ce qui concerne plus spécialement les sérums de sujets 
alteints d’hépatite infectieuse & virus, notre étude, qui porte sur 
39 cas, doit étre rapprochée des recherches sérologiques faites 
en vue du diagnostic de cette infection virale. Hoyt et Morrison (3] 
ont décrit une réaction d’hémagglutination vis-a-vis des globules 
rouges de Macacus rhesus. Ces recherches ont été reprises en 
France par Colobert et ses collaborateurs [4], qui ont montré que 
le méme phénoméne s’observe avec les hématies de cynocéphale. 
Morris [5], ainsi que McCollum, ont employé les érythrocytes de 
poulet avec des résultats comparables. Or, dans tous les cas, il 
est noté que si statistiquement les sérums de sujets atteints d’hépa- 
lite agglutinent 4 un taux élevé, le fait n’est pas constant. D’autre 
part, des sérums de sujets normaux peuvent donner des titres 
aussi élevés ; seule varie la fréquence statistique du phénoméne. 
Enfin McColllum [6] signale des pourcentages positifs assez élevés 
dans des affections autres que l’ictére viral, affections qui sont 
précisément hyper-y-globulinémiques (cirrhoses, infections, LED 
et PCE). Bien que l’interprétation de ces tests d’hémagglutination 
hétérologue dans l’hépatite virale soit difficile, nous pensons qu’il 
faut faire une place au fait que nous signalons dans ce travail, 
d savoir: l’augmentation des anticorps naturels dans les sérums 
hyper-y-globulinémiques. 


mel 
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RESUME. 


La recherche du taux des agglutinines naturelles, vis-a-vis des 
hématies de mouton et vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa est 
faite, d’une part sur 214 sérums a taux y-globulinémique normal, 
d’autre part sur 105 sérums hyper-y-globuliniques. Les résultats 
montrent de maniére significative une augmentation du titre des 
agglutinines dans le groupe des sérums riches en y-globulines. Cette 
augmentation n’est pas en relation avec l’origine de l’hyper-y-glo- 
bulinémie (endogéne ou exogéne) ; elle fait défaut dans les sérums 
paraprotéinémiques. Ces résultats sont a considérer dans le pro- 
bléme physio-pathologique de la sécrétion des y-globulines ; ils 
peuvent en outre servir pour |’interprétation des tests d’hémagglu- 
tination proposés dans |’étude de ]’hépatite virale. 


SUMMARY 


TITER OF « NATURAL ) ANTIBODIES AND HYPER-y-GLOBULINEMIA. 


Assay of «natural» agglutinins for sheep erythrocytes and 
Pseudomonas aeruginosa in 214 y-globulin normal sera and in 
105 hyper-y-globulinemic sera. The agglutinin level is markedly 
increased in the last group. This increase is not related to exogen 
or endogen origin of the hyper-y-globulinemia ; it does not exist 
in paraproteinemic sera, 

These findings must be kept in mind when studying the physio- 
pathological secretion of y-globulins. Besides, they may be used 
for the interpretation of the hemagglutination tests in viral hepatitis. 
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COMPOSITION ANTIGENIQUE DES TREPONEMES 


ll. ETUDE DE LA REACTION CROISEE TREPONEME PALE - TREPONEME REITER 
A LAIDE DE LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 
ET DE LA PRECIPITATION EN MILIEU GELIFIE 


par J. PILLOT, P. DUPOUEY et M. FAURE (*). 


(Institut Pasteur) 


La parenté antigénique qui existe entre le tréponéme pale et 
le tréponéme Reiter se traduit par une réaction de fixation du 
complément lorsqu’on met en contact le sérum des sujets syphili- 
tiques et le tréponéme non pathogéne et inversement un sérum anti- 
Reiter et le tréponéme pathogéne. Ce fait est utilisé pour effectuer 
le sérodiagnostic de la syphilis 4 Vaide d’un antigéne provenant 
du tréponéme Reiter. Les auteurs italiens, et Puccinelli [41] en 
particulier, attribuent cette réaction croisée a la présence dans 
ce tréponéme de trois types d’antigéne : un antigéne thermolabile 
de nature protéique, un antigéne thermostable qui serait polyosi- 
dique et l’antigene lipidique de Wassermann, et, dans le sérum 
des sujets syphilitiques, des trois anticorps correspondants. 

Reprenant l’étude de ce probléme, nous avons constaté que 
seul un antigéne protéique du tréponéme Reiter précipite et fixe 
le complément avec le sérum des sujets syphilitiques. Les mul- 
liples antigénes polyosidiques de ce microorganisme ne réagissent 
quavec le sérum homologue anti-Reiter ; nous n’avons pas pu 
déceler les anticorps correspondants dans le sérum d’hommes ou 
de lapins infectés par le tréponéme pale. L’antigéne thermostable 
ne serait que de l’antigéne protéique pratiellement dénaturé. 

Quant 4 l’antigéne lipidique contenu dans le corps tréponémique, 
il se trouve sous une forme sérologiquement trés peu active ; on 
peut le mettre en évidence, dans certaines conditions, grace & sa 
combinaison avec la réagine syphilitique mais, dans la réaction 
de fixation du complément par le systeme tréponéme Reiter-sérum 
de sujet syphilitique, il se trouve & une dose si minime par rapport 
4 Vantigéne protéique que son réle est nul ou négligeable dans la 
pratique. 

Nous exposons ici l’étude des antigénes protéiques et polyosi- 
diques dans la réaction croisée. L’antigéne lipidique fera l'objet 
d’une communication ultérieure. 


(*) Manuscrit recu le 20 janvier 1960. 
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PARTIE EXPERIMENTALE 
PREPARATIONS ANTIGENIQUES. 


Elles ont toutes été obtenues 4 partir du tréponéme Reiter cultive 
et traité selon les techniques décrites antérieurement [2]. Dans ce tra- 
vail, on a utilisé trois types de préparations. 


1° L’antigéne tréponémique constitué par des tréponémes lavés avec 
une solution physiologique tamponnée 4 pH 7,2, puis broyés par 
action des ultrasons 4 pH 8. Il se présente sous la forme d’un liquide 
trouble renfermant 23 mg de substances séches par centimétre cube. 


2° L’extrait protéique préparé a partir du méme lot de tréponémes 
lavés 4 pH 7,2, délipidés avec du butanol et de 1l’éther et broyés par 
ultrasonnation & pH 9. Les protéines solubilisées sont purifiées par pré- 
cipitation 4 pH 3,5, puis redissoutes dans un petit volume d’eau a pH 8. 
La solution a peine opalescente obtenue renferme 6 mg de substances 
séches par centimétre cube. 


3° L’extrait polyosidique constitué par la solution mére de précipita- 
tion a pH 3,5 des protéines. Nous décrirons dans une communication 
ultérieure comment on peut également le préparer a partir de trépo- 
némes dont on a détruit les constituants protéiques par une digestion 
papainique. La solution limpide obtenue renferme 3 mg de substances 
séches par centimétre cube. 

Ces préparations sont amenées toutes trois 4 un volume cent fois plus 
petit que celui de la culture dont elles proviennent. 

Pour les réactions de précipitation on a employé des antigénes frai- 
chement préparés. Pour les réactions de fixation du complément, on a 
assuré une excellente conservation de l’antigéne tréponémique et de 
Veztrait protéique en additionnant leurs solutions tamponnées 4 pH 8 
d’un volume égal de glycérine ; l’extrait polyosidique a été conservé 
en présence de toluene ou de 1 p. 5000 de merthiolate. 


LES IMMUNSERUMS. 


Dans ce travail nous avons utilisé des sérums d’homme et de lapin 
syphilitiques, des sérums de lapin et cobaye antitréponéme Reiter et 
du sérum de lapin anti-« extrait protéique » Reiter. 

Le sérum d’homme syphilitique est constitué par un mélange de 
sérums provenant de sujets 4 divers stades de la maladie. I] est conservé 
i} —15°. Les sérums de lapins syphilitiques sont prélevés chez des 
animaux infectés par voie intratesticulaire avec la souche Nichols depuis 
quatre 4 douze mois. 

Pour immuniser les lapins et les cobayes avec des tréponémes Reiter, 
on utilise une suspension de germes cing fois plus concentrée que la 
culture initiale et contenant 1,5 mg environ de tréponémes secs par 
centimétre cube. L’« extrait protéique » injecté aux lapins est dilué de 
facon 4 renfermer 0,25 mg de produit par centimétre cube. 
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Les lapins sont immunisés par voie intraveineuse : 3 injections de 
0,5 cm’ pendant la premiere semaine, 6 injections de 1 cm’ pendant 
les deux semaines suivantes, arrét d’une semaine suivie d’une injection 
de 1 cm® et saignée huit jours aprés la derniére injection. Les cobayes 
sont immunisés par voie intrapéritonéale avec des doses de 0,25 puis 
0,5 cm* en suivant pour les injections la méme cadence que ci-dessus. 
Les sérums de lapin et de cobaye sont conservés 4 + 4° aprés filtration 
stérilisante. 


LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT. — Comme précédemment, 
nous avons employé la technique de Kolmer a dose réduite en réalisant 
la fixation du complément, soit pendant douze 4 seize heures a + 6°, 
soit pendant une heure & 37°. Les résultats des réactions sont lus dix 
minutes aprés la lyse des témoins correspondants. Nous rappelons que 
nous désignons par le terme titre de l’antigéne Ja dilution la plus 
élevée de la préparation examinée donnant une réaction positive avec 


la plus petite quantité possible du sérum 
. eS 


employé. La sensibilité de la réaction est don- 


donnant une réaction positive en présence de 
l’antigéne utilisé 4 son titre. 


LA PRECIPITATION EN MILIEU GELIFI£. — Nous 
avons employé une méthode de diffusion 
double dans des cuves de faible épaisseur selon 
Oudin [3]. Cette technique permet d’opérer 
dans de la gélose peu concentrée. 


née par la dilution la plus élevée du sérum 


‘ay 1 ety, 
Carve DECwr Les cuves sont constituées par deux plaques 
précipitation en milieu , 
wélifé de verre 4 doubler de 7 cm x 7 cm, gélosées 


intérieurement et séparées par un cadre inter- 

calaire en caoutchouc de 0,1 cm d’épaisseur, 
cadre qui limite un réservoir de 4 cm x 4 cm communiquant avec 
V’extérieur par un canal (voir fig. 1). 


Les réactifs introduits dans la cuve, antigeénes et immunsérums, sont 
additionnés au préalable de la moitié de leur volume de gélose purifiée 
4 1,8 p. 100. Les immunsérums et les antigénes sont séparés par une 
souche de gel vierge de 1 cm de hauteur dans laquelle apparait la 
majorité des zones de précipitation. Tous les produits sont additionnés 
de 1 p. 5 000 de merthiolate. Pendant 1’évolution de l’immunoprécipita- 
tion, les cuves sont enfermées dans une boite en polyéthyléne, elle-méme 
placée dans une piéce 4 température constante 4 22°. La majeure partie 
des raies de précipitation apparait entre trois et quinze jours. 


Les immunsérums sont utilisés purs. Les sérums humains syphili- 
liques doivent posséder une teneur en anticorps telle qu’ils fixent le 
complément avec l’antigéne tréponémique lorsqu’ils sont dilués au-dela 
de 1/8. La réaction est peu sensible, entre certaines limites, au facteur 
dilution des antigénes qui peuvent étre utilisés purs ou dilués 4 1/10. 


Dans chaque cuve, on oppose un immunsérum 4 deux antigénes diffé- 
rents ou inversement deux sérums différents 4 un méme antigéne. 
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RESULTATS 


LA PRECIPITATION EN MILIEU GELIFIE. 


Lorsqu’on compare les résultats obtenus avec « |’extrait pro- 
tcique », et d’une part le sérum anti-Reiter, d’autre part un sérum 
syphilitique, on constate que la réaction homologue se traduit par 
la présence de 5 a 6 stries de précipitation et la réaction hétéro- 
logue par une unique raie (fig. 2). Cette raie commune aux deux 
systemes apparait aprés quatre jours dans Ja zone de gel vierge 
i proximité de l’antigéne ; elle est fine et trés nette et présente 
les caractéres habituels des systémes protéine - anti-protéine, appa- 
rence confirmée par les observations suivantes. 

La comparaison de « l’extrait protéique » et de « l’extrait polyo- 
sidique » montre la présence de cette raie dans le premier cas et 
son absence dans le deuxiéme, que la réaction soit faite avec du 
sérum anti-Reiter (fig. 3) ou du sérum syphilitique (fig. 4). Si on 
chauffe l’extrait protéique a 100° pendant une heure, seule cette 
raie de précipitation disparait (fig. 5). Les résultats observés dans 
les essais précédents sont les mémes, que l’on utilise du sérum 
d’homme ou de lapin syphilitique ou du sérum d’homme atteint 
de pian. 

Nous avons recherché cet antigéne protéique précipitant dans 
des préparations tréponémiques autres que « l’extrait protéique » : 
nous avons constaté comme précédemment {2] qu’il est fortement 
lié aux corps tréponémiques ; il ne se solubilise pas en quantité 
appréciable dans le milieu de culture ni dans les eaux de lavage 
a pH 7,2 et, si on broie des tréponémes a l'aide des ultrasons, 
il reste sous une forme particulaire incapable de diffuser dans la 
gélose. 

Nous avons comparé notre « extrait protéique » a « l’antigéne 
tréponémique protéique soluble », l’A. T. P.S., de d’Alessandro (1). 
Ces deux préparations donnent avec le sérum syphilitique (fig. 6) 
uniquement la raie protéique, qui s’étend d’un cété a l’autre de 
Ja cuve sans aucune discontinuité. Ces produits renferment donc 
le méme antigéne protéique responsable de la réaction croisée ; 
nous avons noté cependant qu’avec lA. T. P. S. la raie de préci- 
pitation apparait toujours plus tardivement qu’avec notre « extrait 
protéique », phénoméne que nous attribuons 4 une moindre solu- 
bilité de la protéine dans |’A. T. P. S. 

La réaction avec un sérum anti-Reiter (fig. 7) montre que notre 
antigéne protéique, comme celui des auteurs italiens, est impur. 


(1) Cette préparation nous a été fournie par le professeur d’Alessandre 
que nous remercions vivement. 
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Il est immunologiquement complexe ; en plus de la raie protéique, 
on observe les stries de précipitation caractéristiques des antigénes 
polyosidiques (fig. 3). On retrouve également dans 1’A. T. P. S. 
Ja majorité des stries polyosidiques. 


prot.lOO°} prot. 


SHY 

fig.6 fig.7 
Fic. 2 4 7. — Précipitation en milieu gélifié. SLR = sérum de lapin anti-Reiter. 
SHS = sérum d’homme syphilitique. Prot. = « extrait protéique ». Polyo. = « extrait 


polyosidique ». 


LA FIXATION DU COMPLEMENT. 


Avec la fixation du complément nous avons trouvé des résultats 
analogues a ceux donnés par la précipitation en milieu gélifié. 
La réaction croisée sérum syphilitique - tréponéme Reiter est due 
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uniquement a l’antigéne protéique du tréponéme, Les antigénes 
polyosidiques de ce microorganisme ne réagissent qu’avec les 
sérums anti-Reiter. 

La réaction de fixation du complément, comme Ja réaction de 
précipitation, permet d’analyser comparativement les systémes 
simples et multiples. Nous avons étudié expérimentalement deux 
systémes simples indépendants A anti-A et B anti-B contenant des 
quantités voisines, d’une part d’antigénes, d’autre part d’anticorps, 


Dilutions croissantes dusérum | ——> 


anti A anti B anti A+antiB 


Dilutions croissantes de |’antigéne 


Fic. 8. — Fixation du complément avec les systtmes simples et multiples. Chaque 

systéme est étudié en fonction des dilutions croissantes de 1/2 en 1/2 de I’antigéne 

et de l’anticorps. En hachuré, domaine des concentrations pour lesquelles la 
réaction est positive. 


et le systéme multiple A + B- anti-A + anti-B renfermant les 
antigénes et les anticorps a des concentrations identiques a celles 
des systémes simples. Nous avons observé les faits suivants sché- 
matisés dans la figure 8. 


a) La réaction est plus sensible avec le systéme multiple qu’avec 
les systémes simples. 

b) Avec le sérum anti-A + anti-B, la réaction est plus sensible 
si on emploie |’antigéne A + B que si l’on utilise soit A, soit B 
seul. 
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c) Le titre de ’antigéne A + B est sensiblement le méme, qu’il 
soit déterminé avec le sérum anti-A + anti-B ou avec l’un des 
sérums anti-A ou anti-B. 


d) Si Von titre l’antigene A avec du sérum anti-A ou avec du 
sérum anti-A + anti-B, on obtient le méme résultat. 


e) Le phénoméne de zone, inhibition de la réaction par un exces, 
soit d’antigéne, soit d’anticorps, est plus marqué dans les systémes 
simples que dans Ie systéme multiple. 


Si les concentrations des antigénes A et B et des anticorps 
anti-A et anti-B sont trés différentes (de 1 a 4 et au-dela), la sensi- 
bilité du systéme multiple est déterminée par l’anticorps qui est 

en quantilé la plus grande et le titre de 
lantigéne correspond a celui des consti- 
tuants le plus concentré. L’analyse d’un tel 
systeme par la réaction de fixation du com- 


plément est alors peu efficace ; cependant, 
dans certains cas, on peut observer direc- 
vy tement deux optimums antigéniques séparés 
L révélant les deux systémes antigéne-anticorps 


indépendants (fig. 9). 


Reese tee Gaia Ces observations permettent d’expliquer les 
complément avec un résultats obtenus avec « l’antigéne tréponé- 
systéme multiple. Méme mique », «extrait protéique » et « ]’extrait 
légende que figure 8. nolyosidique » lorsque ces antigénes réa- 

gissent soit avec du sérum anti-Reiter, soit 

avec du sérum syphilitique (tableau I). Avec 
le sérum anli-Reiter, c’est l’antigéne tréponémique qui ren- 
ferme les constituants protéiques et polyosidiques qui donne la 
réaction la plus sensible ; « ]’extrait protéique » qui ne contient 
qu'une faible proportion de polyosides donne une réaction beau- 
coup moins sensible, il en est de méme avec « l’extrait polyosi- 
dique » qui est privé de l’antigéne protéique. Avec le sérum 
syphilitique, lantigéne tréponémique et «l’extrait protéique » 
donnent pratiquement des résultats d’égale sensibilité, car seule 
la protéine intervient dans cette réaction croisée ; le sérum ne 
renferme pas d’anticorps anti-polyoside. 


Avec les sérums anti-Reiter et syphilitiques, on obtient le méme 
titre antigénique pour l’extrait protéique ; ceci montre que le tré- 
ponéme pale posséde un antigéne protéique trés voisin, sinon 
identique A celui du tréponéme Reiter. 


Dans le tableau I, on observe également que le phénoméne de 
zone est moins marqué avec le systeme multiple antigéne trépo- 
némique - sérum anti-Reiter qu’avec le systéme ‘simple protéine - 
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anti-protéine, qu'il s’agisse de la réaction homologue ou de la 
réaction hétérologue (2). 

Nous avons obtenu des résultats identiques avec les diverses 
séries de préparations tréponémiques que nous avons examinées 


Tasteau I. — Fixation du complément. 
Pour ne pas surcharger ce tableau, nous n’ayons indiqué que les dilutions des 
sérums donnant les résultats les plus significatifs. 


SERUM LAPIN SERUM HUMAIN TEMOIN 
anti-Reiter syphililique anligene 
——— 
1/25 4/200 4/1 4/4 

ae a ae fe. = 2 = 
CRIS ir gare lie GRae Seem coe di a = 
POLIS SR IE SSE cae 7am pe aC Soe vt eae ar = 
$48 +444 4444 eaecttes tae = 
v A/LG piecleatecty © ipetonte Strate pits => 
His brah protéique We eee i ie ae mi 
Les SS ar lt 1/4 youre ee pens ae = 
1/8 Ta egret ee ae = 
1/16 aah Sas - = = 
Extrait polyosiai-( Solidi ae Saal = = is 
TMerd/20) 2) 2. 1/4 pi aiee [en =, — 
0 — _ = 
1/16 AUP ea = = va 


| 


Témoin sérum . . == = aa a 


et les phénoménes ont été les mémes, que le sérum anti-Reiter 
provienne du lapin ou du cobaye et que le sérum syphilitique ait 
été prélevé chez homme ou le lapin. 


Discussion. 


L’association des techniques de précipitation en milieu gélifié 
et de fixation du complément nous a permis de préciser le méca- 
nisme de la réaction croisée tréponéme pale - tréponéme Reiter 
mieux que ne peut le faire l’une de ces méthodes utilisée seule. 
Si la précipitation en milieu gélifié permet de déceler et d’identi- 
fier de faibles proportions d’antigénes, elle ne donne que difficile- 
ment des renseignements d’ordre quantitatif et elle est inutilisable 
si les antigénes sont sous une forme particulaire. Par contre, si 
la fixation du complément constitue une méthode analytique moins 
fine que la précédente, elle donne facilement des résultats quanti- 
iatifs, elle permet d’étudier des préparations trés diluées d’anti- 
eénes insolubles. 


(2) Notons A ce propos que d’autres facteurs influencent l’impor- 
tance du phénoméne de zone. Si l’antigéne protéique est partiellement 
dénaturé, ce phénoméne s’accentue considérablement [2] et, avec un 
méme antigéne, son étendue varie beaucoup selon les sérums utilisés. 
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Nous avons observé précédemment {2] que notre préparation 
protéique était immunologiquement complexe, puisqu’elle donnait 
plusieurs stries d’immunoprécipitation en milieu gélifié, mais cette 
complexité n’est décelée qu’avec le sérum homologue. Avec le 
sérum hétérologue, on observe une unique raie de précipitation 
et ceci quels que soient les préparations examinées, les sérums 
utilisés (hommes syphilitiques ou pianiques, lapins syphilitiques) 
et les conditions expérimentales. L’antigéne responsable de cette 
réaction croisée est de nature protéique et jusqu’a maintenant nous 
ne sommes par parvenus A le dissocier par des digestions protéo- 
lytiques ménagées. 

Les autres stries de précipitation qui apparaissent avec le sérum 
anti-Reiter sont dues a des antigénes polyosidiques (fig. 3). La 
présence de polyosides dans «]’extrait protéique » est confirmée 
par les faits suivants : le sérum anti-Reiter épuisé avec cet extrait 
ne précipite plus et ne fixe plus le complément avec les polyosides. 
Le sérum des lapins immunisés avec «extrait protéique » ren- 
ferme des anticorps qui précipitent et qui fixent le complément 
non seulement avec la préparation protéique, mais aussi avec la 
solution de polyoside. Ces observations immunologiques sont en 
accord avec les résultats des dosages chimiques ; notre « extrait 
protéique » ne renferme que 11 a 12 p. 100 d’azote et d’Alessandro 
indique pour |’A. T. P. S. des teneurs en azote de 11 p. 100 et 
en oses d’environ 10 p. 100. 

Nous pensons que l’antigéne thermostable des auteurs italiens 
n’est en réalité que de )’antigéne protéique incomplétement détruit 
par la chaleur, En effet, les premiers immunologistes (voir [4)}) 
avaient observé que les protéines dénaturées dans certaines condi- 
tions conservent une partie de leurs propriétés immunologiques ; 
en particulier, elles peuvent encore fixer le complément méme si 
leur solubilité est modifiée, mais elles donnent des réactions moins 
sensibles que la protéine non dénaturée. Dans le cas de ]’antigéne 
protéique du tréponéme Reiter, nous avons nous-mémes observé 
qu’un chauffage de trente minutes a 100° ou que la digestion pep- 
sique ou méme papainique laissait subsister une trés faible activité 
antigénique mise en évidence par fixation du complément avec un 
sérum syphilitique ; pour faire disparaitre toute trace d’activité, 
il est nécessaire de faire subir successivement a la préparation une 
digestion papainique prolongée pendant quarante-huit heures et 
un chauffage d’une heure a 120°. 

On comprend donc que les suspensions tréponémiques chauffées 
qui constituent un antigéne moins sensible que les préparations 
non chauffées n’aient donné a Puccinelli de résultats positifs qu’a 
certains stades de l’infection syphilitique ot les teneurs en anti- 
corps sont particuliérement élevées. 

Lorsqu’on broie des tréponémes a aide des ultrasons on 
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augmente considérablement |’activité antigénique de la prépara- 
tion; le titre de J’antigéne est multiplié par 2 ou 4 (2, 5}. 
Pautrizel [6], utilisant un antigéne ultrasonné dans la sérologie de 
la syphilis, a obtenu des résultats différents de ceux donnés par 
une suspension de tréponémes entiers. Cet auteur pense qu’il 
détecte ainsi avec ces deux types de préparations tréponémiques 
des anticorps différents et il suppose que, sous l’action des 
ultrasons, on démasque des antigénes situés a l’intérieur du 
microorganisme, antigénes différents de celui qui est a sa surface. 
Avec nos préparations nous n’avons pas observé ces différences : 
si les suspensions de tréponémes entiers et ultrasonnés sont uti- 
lisées toutes deux i leur optimum antigénique, elles donnent des 
résultats d’égale sensibilité avec les divers sérums syphilitiques. 
Par ailleurs, nous n’avons pas pu déceler dans la préparation 
ultrasonnée d’antigéne différent de celui de Ja surface des trépo- 
néemes : si l’on épuise un sérum syphilitique avec des tréponémes 
entiers, 11 perd complétement sa capacité de réagir avec la prépa- 
ration ultrasonnée. 

On a longuement discuté l’origine de la souche Reiter. Certains 
auteurs pensent que c’est le Treponema pallidum qui aurait perdu 
son pouvoir pathogéne par culture hors de lorganisme ; d’autres 
bactériologistes supposent que c’est un tréponéme saprophyte qui 
aurait été isolé. L’analyse immunochimique montre que le trépo- 
néme pale et le tréponéme Reiter présentent seulement un anti- 
géne commun, ce qui tend a confirmer qu’il s’agit de deux germes 
différents l’un de l'autre. 


APPLICATION DE LA REACTION CROISEE TREPONEME-SERUM SYPHILITIQUE 
AU SERODIAGNOSTIC DE LA SYPHILIS. 


I] est maintenant bien démontré que l’on a tout intérét a établic 
un sérodiagnostic de la syphilis en faisant appel non seulement 
a l’antigéne de Wassermann, mais aussi 4 un antigéne tréponé- 
mique Reiter. 

De nombreux auteurs [7, 8, 9] préconisent dans ce but l’emploi 
d’une solution de protéine purifiée du type A. T. P. S. de préfé- 
rence A une suspension de tréponémes entiers ou broyés a l'aide 
des ultrasons, car ils obtiennent avec Ja préparation purifiée des 
résultats plus spécifiques qu’avec les préparations brutes. Nous 
pensons que la spécificité défectueuse des préparations brutes 
utilisées par ces sérologistes est due au fait qu’elles possédent 
toutes un pouvoir anticomplémentaire plus ou moins prononcé, 
cause fréquente de réactions faussement positives. Les prépara- 
tions purifiées du type A. T.P.S., au contraire, sont dénuées 
de pouvoir anticomplémentaire, mais elles sont beaucoup moins 
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sensibles que les précédentes et elles donnent un phénoméne de 
zone trés important. 

Comme nous disposions d’une préparation brute, «]’antigéne 
iréponémique », et d’une préparation purifiée, «lextrait pro- 
léique », toutes deux dénuées de pouvoir anticomplémentaire et 
possédant des sensibilités pratiquement égales, nous avons jugé 
intéressant de comparer la valeur de ces deux antigénes dans le 
sérodiagnostic de la syphilis. 

Cette étude comparative a été effectuée en collaboration avec 
plusieurs sérologistes travaillant dans des régions trés différentes 
les unes des autres (pays tempérés, nordiques, tropicaux et sub- 
tropicaux) et sur des groupes d’individus soumis a des conditions 
de vie dissemblables, certains vivant dans des zones d’infestation 
syphilitique ou pianique (3). Elle porte sur 8000 sérums ; 
5 000 de ces sérums ont donné des réactions sérologiques entié- 
rement négatives et 3 000 sérums contenaient au moins l’un des 
anticorps caractéristiques des infections tréponémiques. Certains 
de ces sérums ont été examinés & propos de dépistage systéma- 
lique, d’autres 4 la suite d’une affection quelconque, d’autres enfin 
proviennent d’une clientéle suivie dans des dispensaires ou des 
services hospitaliers spécialisés dans les affections vénériennes. 

Les réactions de fixation du complément ont été effeciuées le 
plus souvent selon la méthode de Kolmer a doses réduites avec 
incubation & + 6° pendant une nuit; des variantes ont été éga- 
lement utilisées : fixation du complément & 37° pendant une heure, 
i + 6° pendant trois heures ainsi que la technique de Debains. 
Tous les sérums ont été examinés parallélement avec des antigénes 
cardiolipidiques (fixation du complément et agglutination, Kline 
ou V. D. R.L.). Dans certains cas, on a pratiqué également un 
test d@’immobilisation de Nelson. 

Nos préparations tréponémiques comme l’antigéne cardiolipi- 
dique ne possédant pratiquement pas de pouvoir anticomplémen- 
taire, ceci permet de faire un seul titrage de complément et 
d’effectuer la réaction avec une méme dose de complément pour 
les trois antigénes et avec un unique témoin pour chaque sérum 


(3) Nous remercions vivement tous les auteurs qui ont effectué en 
paralléle l’étude sérologique des «antigénes tréponémiques » et des 
« extraits protéiques » et qui ont eu l’amabilité de nous communiquer 
leurs résultats et leurs observations : Pautrizel et M™® Szersnovicz, de la 
Faculté de Médecine de Bordeaux ; Daguet, Laboratoire central de séro- 
logie de 1 Hdépital Saint-Louis, Paris [43] ; Jausion et Nadal, Laboratoire 
de l’Hépital Franco-Musulman, Bobigny (Seine) [14] ; M™° Gasne, Labo- 
ratoire de l’Hépital Saint-Lazare, Paris; de la Vaissi¢re, Valence (Dréme); 
Bentz, Institut Pasteur de la Guadeloupe [15] ; Nicoli, Institut Pasteur 
de Brazzaville (Moyen Congo) ; Gamet, Centre de Recherches médicales, 
Yaoundé (Cameroun) ; Vogelsang, Gade’s Institute, Bergen (Norvége). 
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examiné. Grace également a cette absence de pouvoir anticom- 
plémentaire, on peut réaliser avec ces trois antigénes une fixation 
prolongée a basse température, modalité qui donne des résultats 
plus sensibles que la fixation & 37° pendant une heure. Cepen- 
dant, si l’on préfére employer une fixation rapide, « l’extrait pro- 
iéique » donne déja des résultats satisfaisants et avec une seule 
dose de sérum, car il est suffisamment sensible et ne présente 
qu’un faible phénoméne de zone ; ceci n’est pas le fait des pré- 
parations du type A. T. P. S., qui sont peu sensibles et donnent 
un phénoméne de zone accentué. 

Considérant Vensemble des résultats obtenus par les sérolo- 
gistes qui ont collaboré a cette étude, nous pouvons affirmer que 
«l’antigéne tréponémique » et «|’extrait protéique » donnent des 
résultats superposables. La spécificité de ces deux préparations 
est la méme. Les taux de concordance sont, selon Jes auteurs, de 
97 et 98 p. 100 avec les sérums de sujets syphilitiques et de 
95 4 98 p. 100 avec les sérums de sujets apparemment non syphi- 
litiques. 

La sensibilité de ces deux types d’antigéne est extrémement 
voisine. Dans un trés petit nombre de cas, on observe cependant 
des réactions dissociées: «antigéne tréponémique »  positif, 
« extrait protéique » négatif, pour 3,3 p. 100 des sérums positifs 
avec au moins l’un des antigénes; « antigéne tréponémique » 
négatif, « extrait protéique » positifs, pour 2,6 p. 100 des sérums 
positifs avec au moins l’un des antigénes. 

On ne doit pas attribuer ce taux de positivité trés légérement 
plus faible de «l’extrait protéique » a une meilleure spécificité 
de cet antigéne, car cette interprétation est en désaccord avec les 
autres réactions sérologiques pratiquées ou avec histoire du 
sujet. Nous pensons que la minime différence de sensibilité 
observée dans certains cas entre les deux préparations est due 
a une petite altération de la protéine au cours de son extraction 
et de sa purification. 

On peut donc conclure que, dans le sérodiagnostic de la syphilis, 
on n’a pas intérét a4 employer une solution de protéine purifiée 
toujours délicate & préparer, de préférence a une préparation 
brute qu’il est aisé d’obtenir. 

Notons également, 4 ce propos, qu'il ne faut pas s’attendre 
a recueillir avec les suspensions de tréponémes pathogénes utilisés 
en fixation du complément des résultats plus spécifiques qu’avec 
le tréponéme Reiter, puisque ces microorganismes renferment tous 
deux un méme antigéne; l’expérience semble confirmer la 
chose [40, 44]. Pour que le tréponéme pale puisse donner un 
résultat meilleur que Je tréponéme Reiter, il est nécessaire de 
purifier ces antigénes afin d’en éliminer l’antigéne protéique 
commun aux deux germes. C’est ce que Portnoy et Magnuson [42] 


746 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ont réalisé en extrayant des antigénes spécifiques du tréponéme 
pathogéne a Vaide du désoxycholate de soude. Dans le test 
d’immobilisation de Nelson, bien qu’on utilise des tréponémes 
entiers, seuls, avec ces germes vivants, des (ou un) antigénes spéci- 
fiques du tréponéme pale interviennent dans la réaction; un 
sérum syphilitique réagit de la méme facgon avant et aprés son 
épuisement avec des tréponémes Reiter. 


R&sUME. 


L’étude de la réaction croisée tréponéme pdle-tréponéme Reiter 
a Vaide de la réaction de fixation du complément et de la préci- 
pitation en milieu gélifié montre que la communauté antigénique 
entre ces deux microorganismes se limite 4 un unique antigéne 
protéique. 

Lorsque la protéine du tréponéme Reiter est purifiée sans étre 
altérée, elle constitue, dans le sérodiagnostic de la syphilis, un 
antigéne aussi sensible qu’une préparation brute complexe telle 
que des tréponémes broyés par des ultrasons. Inversement, lors- 
qu’une préparation tréponémique non purifiée est dotée d’un titre 
antigénique élevé et qu’elle est dénuée de pouvoir anticomplémen- 
taire, elle donne, dans le sérodiagnostic de ]a syphilis des résultats 
aussi spécifiques que la protéine purifiée. 


SUMMARY 


ANTIGENIG CONSTITUTION oF Treponema. 
II. — SruptEs ON CROSSED REACTIONS BETWEEN Treponema pallidum 
AND REITER’S TREPONEMA BY MEANS OF FIXATION COMPLEMENT REACTION 
AND PRECIPITATION IN GEL. 


The findings show that the two germs have a single common 
proteic antigen. 

The Reiter’s Treponema protein, when purified without being 
altered, constitutes for the diagnostic of syphilis, an antigen as 
sensitive as a complex crude preparation, such as Treponemas 
disintegrated by ultrasonic waves. 

Conversely, a non purified preparation possessing a high anti- 
genic titer and deprived of anticomplementary activity, yields as 
specific results as the purified protein. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°) 


Séance du 3 mars 1960. 


Présidence de M. Ropert FasQuELLe. 


NECROLOGIE 


PAUL SEDALLIAN 
(1894-1960) 


C’est au soir d’une journée consacrée au dévouement et a l’amiltié 
que M. le Professeur Paul Sédallian a été terrassé par un mal qui ne 
pardonne pas, alors qu’il s’apprétait A présider un jury a la Faculté de 
Médecine de Lyon, le 5 février 1960 (1). 

Tous les membres de la Société Frangaise de Microbiologie connais- 
saient et appréciaient le calme, la pondération et le bon sens de 
M. Sédallian (2) ; il aimait assister aux séances de notre Société, et je 
sais que, bien souvent, le désir de se retrouver parmi nous réglait 
Vhoraire de ses déplacements A Paris. Et c’était plaisir, si l’on avait 
la bonne fortune de se trouver assis & son voisinage, de profiter de ses 
remarques personnelles, originales et profondément réfléchies, quel 
que soit l’exposé de bactériologie, de virologie ou d’immunologie en 
cours. Car l’érudition de M. Sédallian était compléte ; mais, de plus, 
sur chaque sujet, il avait médité, expérimenté et s’était fait une opi- 
nion personnelle. Ce n’est pas qualité si fréquente. 

Dans toute l’acception du terme, il était un microbiologiste. Les 
streptocoques, durant toute sa vie, furent l’objet de ses études bacté- 
riologiques ; il leur avait consacré sa thése, en avait proposé une classi- 
fication, décrit les formes anormales et filtrables, précisé Ja virulence 
el le pouvoir fermentaire, défini la responsabilité dans les pneumonies, 
les bronchopneumonies et les endocardites, dans la scarlatine ; depuis 
l’avénement des antibiotiques, il s’était particuligrement attaché a for- 
muler le traitement des endocardites. 

Pneumonies, méningococcies, brucelloses, infections 4A anaérobies 
avaient successivement captivé son attention. 

On sait comment, dés le début de la streptomycine, il en avait précisé 
l’administration dans le traitement de la méningite tuberculeuse. 

On sait comment, dés l’apparition de la chloromycétine, sa_perspi- 


(1) La phrase est du professeur André Bertoye 
(2) La phrase est du professeur Georges Fabiani. 
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cacité lui permit, en liaison avec ]’équipe de l’hépital Claude-Bernard, 
d’en définir le mode d'action dans le traitement des fidvres typhoides 
et d’en préciser la posologie raisonnable. 

On sait enfin comment, au Congrés de Médecine d’Alger, avec ses 
éléves Bertoye et Carraz, il montra que le choix clinique d’une asso- 
ciation antibiotique doit étre lié au titrage de la sensibilité bactérienne 
aux antibiotiques possibles. 

Ses recherches cliniques, épidémiologiques, bactériologiques et expé- 
rimentales sur les intoxications diphtérique et tétanique ont été lon- 
guement poursuivies et font autorité. 

En virologie, ses travaux ne furent pas moins importants: la pro- 
phylaxie de la rougeole, les conditions d’apparition de l’encéphalite 
post-vaccinale, ont été minutieusement étudiées par lui. Dés 1924, il 
s‘intéressait aux problémes de la poliomyélite, problémes qu’il entre- 
prenait de résoudre a la fois par la clinique, par 1’épidémiologie et 
par }’expérimentation. Surtout, en 1938, il réussissait, par inoculation 
au singe avec Pierre Lépine, 4 prouver A trois reprises différentes la 
présence de virus poliomyélitique dans les selles d’une enfant n’ayant 
accusé pour tout symptéme qu’une poussée de fiévre et un vomissement, 
mais fille dun homme de 28 ans mort quelques jours avant avec une 
paralysie du voile et une paralysie du constricteur du pharynx. Du 
méme coup il soulevait ’hypothése de la multiplication du virus polio- 
myélitique dans les voies lymphatiques mésentériques et il concluait : 
« I} nous faut renoncer a la conception de la paralysie infantile due 
4 un virus strictement et uniquement neurotrope, pour accepter 1’idée 
de l’infection poliomyélitique, maladie générale & détermination occa- 
sionnellement névraxique ». L’idée, depuis, a fait son chemin... 

I] sut enfin montrer comment l’immunologie est indissolublement liée 
d Ja connaissance des germes infectieux. Son Précis d’Immunologie, 
rédigé avec M. Le Bourdellés, reste un des éléments classiques des 
études microbiologiques. Et remarquables sont ses recherches expéri- 
mentales sur l’aspect topographique de l’immunité, mettant en jeu 
a la fois substitutions sanguines, amputation de membres ayant recu 
les injections d’antigénes, greffes de tissus immunisés et méme perfu- 
sion de trains antérieurs ou trains postérieurs isolés de lapins anté- 
rieurement immunisés ; ainsi était apportée la preuve que |]’élaboration 
des anticorps peut se faire en l’absence des viscéres thoraco-abdominaux. 

Ces quelques exemples montrent l’ampleur de l’ceuvre scientifique 
du professeur Sédallian, dont le Traité d’Hygiéne écrit en collaboration 
avec le professeur Rochaix et le professeur Sohier, le Précis d’Hygiéne 
et d’Epidémiologie avec le professeur Sohier représentent un autre 
aspect. 

Son activité était considérable, et on est vraiment stupéfait de cons- 
tater avec quel succés il réussissait 4 dominer ses diverses charges : 
celle de la Clinique des maladies infectieuses, celle de l’enseignement 
de la microbiologie, celle enfin de la direction et de ]’administration de 
l'Institut Pasteur de Lyon, auquel, depuis 1951, il a donné un remar- 
quable essor, grace 4 la formation d’une équipe de travail, dont chacun 
des membres, 4 l’exemple du Maitre, et avec la méme discrétion, a su 
réaliser en soi la synthese entre Ja clinique et la microbiologie. 

Les titres, M. Sédallian les a eu tous : externe des Hépitaux de Lyon 
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(1913) ; interne (1921) ; médecin des Hépitaux et agrégé (1933) ; profes- 
seur de Clinigue des maladies infectieuses et de bactériologie (1942) ; 
directeur de 1]’Institut Pasteur de Lyon (1951). Il était membre corres- 
pondant national de 1’Académie de Médecine, de la Société de Biologie, 
de la Société Médicale des Hépitaux de Paris, membre de la Société 
médicale des Hépitaux de Lyon, de la Réunion lyonnaise de Pédiatrie, 
vice-président de la Société Francaise de Biologie médicale, fondateur 
ei vice-président de la Société internationale pour ]’étude des maladies 
infectieuses et parasitaires. 

J’oublie certainement d’autres titres ; mais cela n’a aucune impor- 
tance. Devant le jury le plus sévére qu’on rencontre jamais, celui de la 
mort, c’est l’homme tout entier qui se trouve jugé ; M. Sédallian fut 
un remarquable animateur et un chef d’école qui sut donner a ses 
éléves et & son entourage, en les conseillant, en les dirigeant, le 
meilleur de lui-méme. Il] manifestait en méme temps le désir de venir 
en aide, en toutes manicres, a ceux qui étaient confiés a ses soins: la 
fondation, par lui, de 1’Association régionale de lutte contre la polio- 
myélite en témoigne, ainsi que, bien auparavant et sur un autre plan, 
son maintien de 1915 4 1918 comme médecin auxiliaire d’un groupe 
de brancardiers de bataillon d’infanterie. 

Quand M™* Sédallian, quand ses fils se retrouvent désormais seuls, 
avec leur immense douleur, dans leur maison de Saint-Rambert-l’Tle- 
Barbe, montée Saint-Cyr, aux environs de Lyon, ot. chaque soir 
M. Sédallian venait se recueillir et se préparer 4 l’action du lendemain, 
qu’ils nous sachent de cceur avec eux. R. F. 


COMMUNICATIONS 
CONSERVATION DU VIRUS HERPETIQUE 


par P. LEPINE, F. ARTZET et G. CEOLIN. 


(Service des Virus, Institut Pasteur [D"™ P. Lép1nr]) 


La conservation du virus herpétique dans les organes animaux 
congelés ou méme les émulsions concentrées de ces organes ne pose pas 
pas de probléme réel. Par contre, il n’en va pas de méme lorsqu’il 
s’agit de conserver le virus obtenu en culture de tissus ou méme dans 
les liquides extra-embryonnaires d’ceufs [6] : en effet, la congélation 
sans précaution des liquides surnageants de culture de tissus ou des 
liquides allantoiques ou amniotiques entraine une baisse rapide de 
l’activité virale. C’est ainsi que la place de plus en plus grande réservée 
en virologie aux techniques des cultures cellulaires nous a amenés 
4 reconsidérer le probléme de la conservation des virus cultivés dans 
ces conditions. 

Parmi les différents milieux proposés [4, 4, 5, 6, 8], nous n’avons 
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retenu pour leur facilité d’emploi et leur faible prix de revient que le 
lait, déja utilisé avec satisfaction dans certains laboratoires [3, 7], et 
le sérum [5]. Mais nous avons pu constater, au cours d’expériences 
préliminaires, que l’addition de 10 p. 100 de sérum de poulain était 
a peu prés inefficace. D’autre part, les sérums animaux contenant 
souvent des inhibiteurs, nous nous sommes bornés par la_ suite 
a étudier la seule action protectrice du lait écrémé. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. — Lait. Nous avons trouvé trés pratique dutiliser 
un lait du commerce (1) vendu « écrémé en poudre », qu’il suffit de dissoudre 
dans de l’eau distillée et de stériliser 4 lautoclave A 105° pendant vingt 
minutes. 


Virus. Souche « 54-33 », isolée au Service des Virus il y a quelques années 
et qui a subi, depuis, de nombreux passages sur cellules rénales de lapin. 
Le stock de virus nécessaire pour cette expérience a été préparé de la 
maniére suivante ; on ensemence une boite de Roux de 1 1, recouverte d’un 
tapis continu de cellules rénales sous 100 ml de milieu a Vhydrolysat de 
caséine, avec un volume donné d’une suspension virulente tel que l’on puisse 
obtenir le titre maximum de virus (ici 10 ml d’une suspension non diluée). 
La dégénérescence des cellules s’amorce autour de la vingt-quatriéme heure 
et A la trente-sixiéme heure aprés l’inoculation, s’il y a encore une certaine 
proportion de cellules fixées au verre, celles-ci sont lésées et beaucoup 
déja détachées. 

A Vaide de billes de verre introduites dans la boite, l’on recueille alors 
le matériel infecté que l’on sépare par centrifugation a faible vitesse quinze 
minutes, en: 

a) « culot cellulaire » ; 

b) « surnageant ». 

Le culot cellulaire est conservé tel en tubes scellés & + 49°, — 20° et — 70°, 
tandis que l’on fait deux parts du surnageant : 

La premiére est fractionnée 4 raison de 1 ml par tube en tubes scellés, 
conservés a + 4°, — 20°, — 70°. 

A la seconde, on ajoute un volume égal de lait stérile, préparé comme 
ci-dessus, et l’on répartit en tubes, conservés aux températures indiquées. 

Cellules. L’on a utilisé, tout au long de cette étude, des cellules de rein 
de lapin, obtenues par trypsination a froid [2], et cultivées en couches mono- 
cellulaires dans un milieu a l’hydrolysat de caséine. 


RésuuTats. — Les résultats sont groupés dans le tableau I et les 
courbes correspondantes dans la figure 1. 

De l’examen de ce tableau, l’on peut tirer les conclusions suivantes : 

1° C’est dans le culot cellulaire (ot le virus était, du reste, au titre 
infectieux le plus élevé a l’origine) que le virus herpétique se conserve 
lé mieux. 

2° La température la plus favorable 4 une conservation de longue 
durée est celle obtenue dans un conservateur a neige carbonique (— 70° 
environ), mais néanmoins, l’on doit reconnaitre au cours d’un laps 
de temps de six mois une baisse importante (4 log pour le virus conservé 
sans lait). 

3° D’autre part, si la baisse de titre des prélévements conservés dans 
du lait n’est pas négligeable (1,5 log en six mois), elle est néanmoins 
plus faible que celle du matériel conservé tel. En outre, apres le 


(1) « France-lait ». 


752 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 
Tasteau I. — Evolution du titre du virus herpétique conservé dans 
différentes conditions. 
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Fic. 1. — Conservation du virus herpétique dans différentes conditions. 
e--e@ virus tel ; o—o virus + lait; x—»xvirus + culot cellulaire 


deuxiéme mois, les titres restent remarquablement stables (du méme 


ordre que ceux du culot cellulaire), quelle que soit la température 
de conservation. 


ConcLusion. — C’est dans le culot cellulaire [prélevé au temps 
optimum auquel la phase cellulaire contient le plus de virus] (2), que 


(2) Une étude en culture cellulaire de lévolution de ce virus en fonction 
du temps est en cours. 
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Ic virus herpétique semble se conserver le mieux. Mais, outre le manque 
d’homogénéité possible de ce matériel, le faible volume obtenu réduit 
notablement l’application de ce procédé, notamment s’il s’agit de 
préparer des quantités importantes de « virus-stock » utilisable au cours 
de plusieurs mois. 

Le lait, d’aprés les résultats rapportés ci-dessus, semble exercer sur 
le virus herpétique une action protectrice comparable A celle des 
cellules, C’est en outre un produit peu cotiteux et, dans les conditions 
d’utilisation indiquées, probablement dépourvu d’inhibiteurs. 

Signalons enfin que nous avons, de cette maniére, conservé pendant 
plus d’un an a + 4°, et méme & la température du laboratoire, du 
matériel herpétique lyophilisé (liquide surnageant de culture de tissus, 
centrifugé et dilué de moitié dans du lait avant lyophilisation), alors 
que ce méme matériel lyophilisé seul avait totalement perdu son 
activité au cours de la lyophilisation. 


Résumé. — L’addition au matériel infectieux de lait écrémé permet 
la conservation du virus herpétique pendant au moins six mois. On 
peut, dans ces conditions (dilution de moitié dans le lait), le lyophi- 
liser, le congeler ou méme le conserver A + 4°, sans baisse trop impor- 
tante du titre infectieux. 


SUMMARY 


PRESERVATION OF HERPES SIMPLEX VIRUS. 


By means of addition of skim milk to infectious material it is pos- 
sible to preserve herpes simplex virus for at least six months. If the 
virus is diluted by half in milk, it can be freeze-dried, frozen, even 
kept at +4° C, without any important decrease of the infectious titer. 
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NOTE PRELIMINAIRE SUR UN VIRUS ISOLE AU COURS 
D’/AFFECTIONS PNEUMONIQUES EPIDEMIQUES 


par J. LAVILLAUREIX et E. REEB. 


(Institut d’Hygiéne et de Bactériologie, Faculté de Médecine, Strasbourg) 


Depuis novembre 1959, sévit dans notre région une épidémie d’affec- 
tions pneumoniques (pneumonies, broncho-pneumonies) survenant, 
dans la majorité des cas, chez des nourrissons et de jeunes enfants de 
moins de 7 ans. Les seuls cas atteignant des adultes proviennent d’un 
foyer de 70 cas observé dans un sanatorium des environs de Strasbourg. 
Au cours de cette épidémie, nous avons pu isoler, dans divers prélé- 
vements pathologiques, plus de 50 échantillons de virus. Ils sont tous 
identiques a la premiére souche isolée qui nous a servi de référence 
(souche G 53). Ce virus n’a pas pu étre classé parmi les virus actuel- 
lement connus. Ii nous a paru intéressant de signaler ses principales 
propriétés et les points de comparaison que nous avons étudiés pour 
essayer de le classer. 


A. PR&LEVEMENTS. — a) Sang veineux: le sang, prélevé stérilement 
sans anticoagulant, est ensemencé en tube de culture cellulaire. D’autre 
part, du sérum est recueilli pour étude sérologique. 


b) Frottis de nez et de gorge: sur les écouvillons provenant du nez 
et de la gorge, on ajoute du liquide de Hanks additionné d’antibio- 
tiques : pénicilline ; streptomycine, 1 000 U/cm®* ; mycostatine, 100 U/cm?. 

Aprés un temps de contact de trente minutes 4 la température du labo- 
ratoire, le liquide est centrifugé 4 4 000 t/mn pendant quinze minutes, 
puis ensemencé en tube de culture. 


c) Les matiéres fécales : elles sont émulsionnées dans du liquide de 
Hanks avec antibiotiques et laissées 4 la température du laboratoire 
pendant trente minutes, puis centrifugées quinze minutes a 4 000 t/mn 
et congelées & — 25°. Aprés douze et dix-huit heures de congélation, 
elles sont décongelées, centrifugées trente minutes A 6000 t/mn et 
ensemencées en tubes de cultures. 


B. CULTURES DE CELLULES. — Les prélévements, aprés traitement anti- 
bactérien, sont ensemencés sur des tubes de cultures cellulaires KB, 
cultivées dans le milieu de Lépine et coll. 


L’ensemencement est fait 4 raison de 0,25 cm’ de produit patholo- 
gique traité. Produits et cellules sont laissés en contact pendant une 
heure 4 la température du laboratoire, puis 0,75 cm? du milieu de 
culture est ajouté. 

Les tubes sont mis dans un appareil A tubes roulants et examinés 
tous les jours pendant douze jours. Au douziéme jour, les tubes qui 
n'ont présenté aucun signe de nécrose sont systématiquement repiqués. 
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CQ. EFFET CYTOPATHOGENE ET ISOLEMENT DES sOUCHES. — Les virus du 
type G53 ont pu étre isolés grace 4 leur effet cytopathogéne sur les 
cellules KB, dans le sang, la gorge, le nez et les maticres fécales des 
sujets malades. 

Aprés quarante-huit heures de culture sur couche monocellulaire de 
KB, on voit se former par endroit des zones de prolifération cellulaire 
ou sont accumulées plusieurs couches de cellules, précédant une nécrose 
cellulaire qui débute donc quatre jours aprés l’inoculation et va 
détruire la majorité des cellules vers le sixiéme jour. Cet effet prolifératif 
puis destructeur est transmissible en série. L’évolution totale se réduit 
a deux ou trois jours au cours des repiquages successifs. 

Une étude histologique a été entreprise, dont les premiéres conclu- 
sions sont les suivantes : dams les zones de prolifération, on voit une 
trés forte accumulation d’images mitotiques 4 tous les stades, et ceci 
dés Ja vingt-quatriéme heure de culture. L’atteinte cellulaire semble 
débuter par le noyau dans lequel, aprés coloration, on voit des masses 
prenant facilement les colorants basiques. Aprés coloration au vert de 
méthyl-pyronine, on constate la présence de mottes colorées en vert, 
done d’ADN dans le noyau, tandis que la pyroninophilie du cytoplasme 
augmente. 

Il est un point important 4 noter: quand l’inoculum est du sang, 
i} se forme autour des zones de prolifération une hémagglutination qui 
persiste pendant la nécrose auteur des amas de cellules nécrosées. 

On voit parfois, dans les premieres vingt-quatre heures de l’infection 
cellulaire, la formation de cellules géantes. 


D. PropriétTés pu virus G53. — 1° Titrage du virus. Le titrage du 
virus sur cellules KB donne, méme aprés le dixiéme passage, un titre 
maximum (DI 50) de 104°. Le titrage permet de constater une nécrose 
nette et rapide dans Jes deux premiéres dilutions. Les dilutions plus 
poussées, notamment celles A 10-+10—*, permettent de détailller 
l’action du virus sur les cellules, qui est double : nette action prolifé- 
rative suivie par une nécrose rapide des cellules. 


2° Propriétés hémagglutinantes. Ce virus hémagglutine directement 
en tube, outre les globules rouges humains, les globules rouges de 
poule, de lapin et de mouton. Un sérum neutralisant la souche G 58, 
fabriqué sur lapin, inhibe cette hémagglutination. 


3° Propriétés de résistance. Le virus se conserve bien au froid. Aprés 
un mois 4 — 25°, il n’y a aucune modification de virulence. A +4° 
les é6mulsions virulentes ne se modifient pas pendant huit 4 dix jours. 

Il supporte des variations de pH de 4 a 9. 

Il résiste aux antibiotiques courants employés. Enfin, il résiste 
4 l’éther : le titre virulent n’est pas altéré par 20 p. 100 d’éther aussi 
bien apres une heure 4 20° qu’aprés vingt-quatre heures de contact a 4°. 


4° Les dimensions du virus G53 ont été calculées par filtration sur 
membranes graduées. Cette étude a montré que le virus avait une 
taille comprise entre 30 et 50 my. Ceci est en concordance avec la taille 
des particules que nous avons pu voir au microscope électronique. 

D’autre part, le virus a pu étre purifié par précipitation 4 pH = 4 
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dans les produits virulents, puis traitement au mélange chloroforme- 
alcool isoamylique. 


5° Pouvoir pathogéne. Les inoculations intrapéritonéales et intra- 
cérébrales a la souris adulte, au souriceau nouveau-né, n’ont permis 
d’obtenir aucun signe pathogéne. L’inoculation intravitelline a loceuf 
embryonné de poule a permis de constater que le virus se conservait 
au moins sept jours dans l’ceuf. 

Des passages accélérés permettent l’adaptation du virus G53 a lVoeuf 
et provoquent la mort de l’embryon en trente-six heures. Le virus est 
retrouvé dans l’embryon, dans le liquide amniotique et le liquide 
vitellin. Macroscopiquement, l’embryon est trés fortement hémorra- 
gique. Un examen microscopique révéle une agglutination des clo- 
bules rouges de |’embryon. 


E. CoMPARAISON AVEG LES VIRUS RESPIRATOIRES coNNUs. — 1° My.zo- 
virus [4]. Le virus G53 ne fait pas partie de ce groupe pour les 
raisons suivantes : 

a) La souche G 53 est résistante & l’éther, les myxovirus sont sen- 
sibles. Nous avons pu également éliminer la possibilité d’un mélange 
de myxo- et d’adénovirus. Les propriétés précédemment décrites sont 
identiques avant et aprés traitement a 1’éther. 

b) Les réactions de déviation du complément (R. D. C.) faites avec les 
antigénes des virus grippaux A et B et des virus d’hémagglutination 
type 1 et 2 ont toutes été négatives avec les sérums provenant de conva- 
lescents chez qui le virus avait été isolé, et avec les sérums anti-G 53. 

Sont ainsi éliminés, également, les virus respiratoires qui ont été 
rattachés au groupe des myxovirus : 

Les souches Copenhagen 222 de Petersen [10], 

La souche C A de Chanock [4], 

La souche E A102 de Chany et coll. [3]. 

2° Les adénovirus [9]. Le virus G53 ne présente pas l’antigéne 
commun des adénovirus. En effet, les R. D. C. de cet antigéne ont été 
négatives avec les sérums de convalescents et les sérums anti-G 53. 
D'autre part, les sérums anti-G 53 ne neutralisent pas les adénovirus 
des types 1, 38, 4, 7 reconnus responsables d’affections pneumoniques. 

D’autres différences sont d’ailleurs constatées : la multiplication des 
adénovirus est accompagnée d’une réduction progressive de la repro- 
duction cellulaire, alors que le G53 a, au contraire, un effet prolifé- 
ratif avec augmentation du nombre des mitoses, comme le montrent 
les colorations au Feulgen. 

L’examen électronique (premier sondage) de cellules infectées par la 
souche G53 ne montre pas Il’aspect caractéristique des changements 
nucléaires dus aux adénovirus [2, 6, 7]. 


PLANCHE I 


Fic. 1. — Cellules KB inoculées avec la souche G53 depuis quarante-huit 
heure. Zone de prolifération cellulaire. Coloration trichromique. Gr. x70. 


Fic. 2. — Méme lamelle. Cellule géante. Gr. x 480. 
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PLANCHE II 


Fic. 3. — Cellules KB inoculées avee la souche G53 depuis quarante-huit 
heures. Zone de prolifération en anneau, montrant de nombreuses images 
mitoliques. Feulgen. Gr.~x 70. 


Fic. 4. — Méme lamelle. Gr. x 280. 
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3° Autres virus respiratoires [4, 5]. Les virus JH [42] et 2060 [8] 
ne semblent pas entrer en ligne de compte, étant donné, d’une part 
leur effet cytopathogéne extrémement tardif nécessitant méme des 
passages aveugles pour se manifester, et d’autre part leur faible résis- 
tance a léther, 

On peut également éliminer les autres virus ECHO [4, 2], car ils 
agissent d’une facon trés différente sur les cellules. L’importance de 
!’épidémie, avec des symptémes pneumoniques exclusifs, n’est pas non 
plus en faveur de ces virus. 


ConcLusion. — Un virus responsable d’affections pneumoniques épi- 
démiques a été isolé. Il s’agit d’un virus d’une taille comprise entre 
30 et 50 mu, résistant a l’éther, possédant des hémagglutinines et 
ayant sur les cellules en culture une action proliférative suivie de 
nécrose secondaire. I] n’a pas pu étre classé parmi les virus connus. 


SUMMARY 


PRELIMINARY STUDIES ON A VIRUS ISOLATED FROM CASES 
OF EPIDEMIC PNEUMONIA INFECTIONS. 


The size of the virus is 30 to 50 mu. It is resistant to ether, and 
hemagglutinating. In tissue cultures, it induces a_ proliferation, 
followed by a secondary necrosis. It was not possible to identify this 
agent with any known virus. 
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TITRAGE D’UN VIRUS DANS LES EXPLANTS 
DE TISSUS EMBRYONNAIRES 
EN CULTURE ORGANOTYPIQUE 


par P. GOUBE DE LAFOREST. 


Laboratoire d’Embryologie Expérimentale, Collége de France, Paris) 


Nous avons décrit précédemment (Wolff et Goube de Laforest [41, 2]) 
les 1ésions produites par le virus de la variole aviaire dans des explants 
de peau embryonnaire de poulet cultivés suivant la méthode de Wolff 
et Haffen [3, 4]. Ces lésions sont identiques a celles produites dans les 
tissus de l’animal vivant par le virus inoculé par voie cutanée. 

Afin de nous assurer que celui-ci s’était réellement multiplié dans 
nos cultures, nous avons été conduit 4 metlre au point une méthode 
de titrage qui tienne compte des conditions parliculiéres 4 la culture 
organotypique : a) le milieu ne comporte pas de phase liquide per- 
mettant le titrage du virus libéré par les cellules ; b) la quantité de 
matériel infecté disponible pour un méme titrage est trés réduite. 

Les premiers résultats recueillis par cette voie prouvent que, non 
seulement le virus de la variole aviaire produit dans les explants 
cutanés des images histopathologiques spécifiques, mais encore qu'il s’y 
multiplie réellement au cours des passages successifs. 


MATERIEL ET METHODE. — Les cultures sont pratiquées suivant la technique 
que nous avons déja décrite [A, 2]. 


La souche initiale destinée & Vinoculation des primocultures est constituée 
par un fragment de chorioallantoide infectée, broyé dans dix fois son poids 
de solution de Tyrode. Le titre de cette souche est précisé suivant le 
procédé habituel par inoculation de dilutions logarithmiques croissantes 3 
des ceufs embryonnés de 11 a 12 jours par voie chorioallantoidienne. 

Au cours des passages ullérieurs, nous procédons comme suit : 

Les explants de plusieurs cultures sont rassemblés dans un microbroyeur 
a fond conique [2] préailablement taré avec son bouchon de caoutchouc. Le 
prélévement des explants s’effectue & sec au moyen d’un couleau A cataracte 
légérement recourbé en crochet & son extrémité. On peut ainsi prélever Je 
matériel infecté sans entrainer de milieu, ce qui est essentiel. 

Le microbroyeur est pesé A nouveau et le poids total des tissus recueillis 
peut étre calculé avec une précision de 0,1 mg. 

Aprés broyage, les fragments sont additionnés de liquide de Tyrode A 
raison de 0,1 ml de solution par cenligramme de tissu, puis centrifugés pen- 
dant cing & six minutes A 285 t/m dans une centrifugeuse angulaire. Le sur- 
nageant de cette centrifugation constitue Ja dilution 10—1 de notre souche. 
A partir de cette suspension nous préparons des dilutions croissantes de 
10—1, 10—2, 10—3, 10—4, etc., dans le liquide de Tyrode additionné de 
pénicilline [2]. 

La dilution 10—! sert 4 Vinoculation d’une nouvelle série de cultures. 
Celle-ci est pratiquée avec une seringue A tuberculine munie d’une aiguille 
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de 7/10 mm; on dépose une ou deux gouttes de suspension 4 la surface 
de chaque explant [2]. L’incubation est prolongée jusqu’au lendemain. 

Le titrage de la souche est praliqué sur des ceufs embryonnés de onze 
& douze jours (incubation. Chaque ceuf recoit 0,1 ml de suspension. Chaque 
dilution est inoculée A sept ou huit ceufs. 

Les ceufs sont examinés au bout de sept jours. Tous les ceufs morts sont 
éliminés. Nous relenons comme positifs ceux qui présentent un épaississe- 
ment généralisé ou localisé de leur chorioallantoide. Les cas douteux sont 
confirmés par |’examen histologique (Bouin-hémalun-éosine). Le titre atteint 
par le virus dans Jes cultures est calculé suivant la méthode de Reed 
et Muench [5]. 


Résutrats. — La méthode de titrage que nous proposons ici rend 
compte de la multiplication virale dans les explants en culture. Contrai- 
rement aux techniques habituellement utilisées pour les cultures cellu- 
laires, elle n’exprime pas le titre du virus libéré dans le milieu. Au 
reste, les deux sondages suivants semblent montrer que cette libération, 
ou du moins la diffusion du virus dans le milieu de culture, n’est pas 
trés importante : 

a) Les milieux des six cultures du quatriéme passage furent rassem- 
blés, puis émulsionnés en présence d’un volume équivalent de liquide 
de Tyrode et inoculés 4 trois ceufs par voie chorio-allantoidienne 
(0,1 ml/ceuf). Au bout de sept jours, deux ceufs sur les trois ceufs 
inoculés donnérent une réponse positive a l’inoculation. 


TasLeau J. — Diffusion du virus dans le milieu de culture d’organe 
au cours de sa multiplication dans les explants. 


Nombre d'oeufs 
inoculés 


Seine eae Mai Bike 
Négatifs 


Douteux 


(06) 
~a 


*La positivité n’a été confirmée qu’i Vexamen histologique d'un cut 
« douteux ». 


b) L’ensemble des milieux du cinquiéme passage fut dilué logarithmi- 
quement et 0,1 ml de chacune des dilutions 10—1 a 10—* fut inoculé 
a huit ceufs. Le protocole de cet essai résumé dans le premier tableau 
souligne la faible diffusion du virus dans le milieu alors que son titre, 
assez bas, il est vrai, dans le broyat des cultures correspondantes, 
atteint 103°. 
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Le tableau II résume les résultats de titrages pratiqués au cours de 
dix passages successifs représentant trois mois de culture. 

Ce tableau ne permet pas de dresser une courbe rigoureuse de la 
croissance du virus en raison de variations intervenues dans la durée 
de culture pour chacun des passages (sept 4 huit jours) et dans l’age 


Tasteau Il. — Titrage d’une souche de variole aviaire au cours de 


dix passages successifs sur des explants de peau embryonnaire 
de poulet en culture organotypique. 


N° du Titre 
passage atteint (1) 


SOUCHE 
INITIALE 


Durée de 
culture 


Age des 
oeufs en j. 


PRIMOCULTURE 7 
1 ri 8 
2 chy fi 
3 lal 7 
4 10 8 
5 3 “) 
6 12 7 
7 11 7 
8 12 ‘| 
9 cl 8 

10 8 


(1) Par Je virus dans Jes explants au bout du temps de culture indiqué dans 
la colonne voisine. (2) Résultat non significatif daprés les exigences de la 
méthode de Reed et Muench [5}. 


des ceufs ulilisés pour le prélévement des explants (10 a 13 jours). Il 
montre cependant que le virus de la variole aviaire s’est réellement 
multiplié en culture organotypique. 

L’étude précise de la courbe de croissance du virus de la variole 


aviaire dans les explants cutanés de l’embryon de poulet fournira la 
mati¢re d’une publication séparée. 


Résumé. — Une méthode permettant de titrer le virus de la variole 
aviaire dans les explants de peau embryonnaire de poulet en culture 
d’organe est décrite en détail. Elle montre que le virus se multiplie 
réellement dans les explants pendant au moins dix passages. S’il existe 
une libération du virus par Jes celkules, sa diffusion dans le milieu de 
culture apparait extrémement limitée. 
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SUMMARY 


A method for titration of fowl pox virus in chick embryo skin 
explants in organ culture is described. This method shows that multi- 
plication of the virus in the explants occurs during 10 transfers. There 
is apparently only limited diffusion of virus into the medium, 

A further publication will study in detail the growth curve of fowl 
pox virus in organ culture. 
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INTERET DE L’UTILISATION DE MILIEUX 
DE COMPOSITION DIFFERENTE 
POUR LA CULTURE DES PROTOZOAIRES PARASITES 


CAS PARTICULIER DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA, TRICHOMONAS VAGINALIS 
ET T. FOETUS 


par Louis LAMY. 


(Institut Pasteur, Service de Parasitologie) 


C’est un fait d’observation courante que chaque espece de Proto- 
zoaire est susceptible de se multiplier sur divers milieux pourvu que 
chacun d’eux apporte les éléments nutritifs indispensables. I] en est 
de méme de la possibilité d’entretenir in vivo tel organisme sur plu- 
sieurs animaux réceptifs. Toutefois, dans l’un et l’autre cas, on peut 
établir une sorte de hiérarchie dans la valeur des milieux ou la récep- 
tivité des hétes. Ces considérations peuvent s’appliquer a tous les Proto- 
zoaires parasites, mais, dans cette note, nous les envisagerons surtout 
pour ceux qui vivent en association avec une flore bactérienne complexe. 

Deux cas sont 4 considérer : 

1° L’ensemencement in vitro est pratiqué dans un but diagnostique, 
c’est-a-dire de « culture » temporaire. 1] s’agit d’enrichir pour un temps 
limité le prélévement 4 examiner. 

2° L’ensemencement est pratiqué dans le but d’installer et d’entre- 
tenir une culture vraie indéfinie, dans un milieu artificiel ot tout se 
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passe comme si les conditions réalisées étaient comparables a celles 
qui sont présentes chez l’héte normal. 

En ce qui concerne les milieux de culture proprement dits, voici 
comment il y a lieu d’envisager les choses : 

Nous avons montré gu’il y a intérét & uniformiser ces milieux de 
culture, ce qui a l’avantage de simplifier les préparations. C’est ainsi 
que nous avons généralisé ]’emploi du milieu de Dobell et Laidlaw 
>) la culture des Protozoaires des voies digestives et génito-urinaires 
(Bull. Soc. Path. erot., 1952, 45, 186-189). Ce milieu a la composition 
suivante (voir p. 763). 

Nous entretenons ainsi certaines cultures depuis plus de quinze ans 
sur ce milieu et, théoriquement, il n’y a aucune raison pour qu’il n’en 
soit pas ainsi indéfiniment ; seul un accident pourrait les supprimer. 

Ceci ne signifie cependant pas que tous les ensemencements faits 
d partir d’un prélévement donneront automatiquement une culture 
sur ce milieu. En effet : 


a) Dans la plupart des cas, les parasites se multiplieront et, dés 
vingt-quatre heures aprés, on les trouvera dans les milieux. Aprés 
quelques repiquages, on assistera 4 un déclin progressif des subcultures 
el a la disparition de la souche. 


b) Dans un faible pourcentage des cas, on ne réussira pas da obtenir 
de multiplication, méme pendant les premiers jours. 


c) Dans un faible pourcentage des cas, enfin, on obtiendra immédia- 
tement une culture vraie. 

Quelles conclusions devons-nous tirer de ces observations)? Que ce 
milieu n’est pas trés favorable? Nous ne pensons pas qu’il en soit ainsi. 
fi faudrait plutét dire que le milieu utilisé ne convient pas toujours 
@ la population particuliére, ou mieux au complexe (Protozoaires-Racté- 
ries) qui a été ensemencé. En effet, il suffira souvent d’utiliser un 
autre milieu pour obtenir une culture. 

C’est ainsi que, d’une maniére générale, il suffit d’employer une 
gamme de plusieurs milieux différents pour augmenter grandement 
les chances de réussite. Cette gamme de milieux aura d’ailleurs son 
intérét, aussi bien si ’ensemencement est fait dans un but diagnostique, 
que s'il est destiné a isoler et installer une culture indéfinie. 

Naturellement, on pourrait les multiplier 4 lVinfini, mais il ne peut 
en étre question ni pour le diagnostic courant, ni pour la recherche, 
ce qui constituerait une difficulté trop grande A beaucoup de points 
de vue et ne se justifierait pas. 

Pour chaque espéce parasite, la diversité des milieux préconisés est 
trés grande, certains ne différant que par des variantes peu importantes, 
simples fantaisies des divers auteurs. Mais il est un fait contrdlé par 
quiconque étudie ces questions : aucun milieu, quel qu’il soit, ne peut 
assurer une culture positive dans 100 p. 100 des cas. C’est pourquoi, 
d’ailleurs, les auteurs sont toujours incités & mettre au point un nou- 
veau milieu... plus favorable. 

Tel milieu a donné de trés bons résultats ou de meilleurs résultats 
parce que tel auteur a eu par hasard & sa disposition des populations 


ayant poussé dans ces conditions, telles autres n’auraient donné que 
des réponses négatives. 
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kn ce qui nous concerne, nous nous en tenons & trois catégories de 
milieux variant dans leurs composants de base : 


1° Milieu N avec support de sérum de cheval coagulé : 

Solution de Ringer + sérum de cheval liquide (1 partie sérum pour 
de Ringer) ; 

Amidon de riz. 


~ 


2° Milieu NO avec support de sérum de cheval coagulé : 
Solution de Ringer + albumine d’ceuf @ ml pour 100 ml Ringer) ; 
Amidon de riz. 


3° Milieu WT avec support d’ceuf total coagulé : 

Solution de Ringer + albumine d’ceuf, ou + sérum liquide ; 

Amidon de riz. 

Rappelons a ce sujet les noms de Boeck et Dbrohlav ; Dobell et 
Laidlaw ; Dorset ; Kofoid ; Deschiens (1). 


La composition du Ringer est la suivante : 


CUI erase Bet ere Steen OMA EPA RNS et Bn do eo A (ie 
Gy a APRs ARR PR a SRR PIL y Ae a eal oe Ot sc: 
CY ON MEE Pies enn ape” - oR IRE rN ye 0,1 g 
BSE AST FL ENP a Ona RAE Me D A Se) eter Se a eas 0,01 ¢ 
BRAUER CULS LUN CON ce dase evens at nue eee et ee 100 ml 


Le sérum peut étre de provenances diverses et ceci peut avoir son 
importance ainsi que nous le verrons plus loin. 

Il est inutile d’ajouter des vitamines, acides aminés, facteurs de 
croissance, sucres, ni d’autres sels minéraux, des substances riches et 
mal définies chimiquement comme le sérum, l’ceuf, l’amidon apportant 
pratiquement tous les éléments indispensables. 

Naturellement, quand une culture est bien installée depuis long- 
temps, dans un milieu déterminé, on a toujours le loisir d’essayer de 
Vadapter 4 tel autre milieu plus simple, de composition ou de fabri- 
cation. D’une manicre générale, en procédant par étapes, on réussira 
cette adaptation, si toutefois les éléments composant le milieu répondent 
en gros aux exigences du parasite considéré. Mais il serait faux de 
penser que ce milieu soit susceptible de remplacer, automatiquement 
et dés l’ensemencement initial, celui qui a servi de point de départ. 

Trés souvent des auteurs ont préconisé un nouveau milieu unique- 
ment & cause du succés qu’ils ont obtenu en lui adaptant une culture 
déja bien installée. C’est pourquoi, d’ailleurs, tant de milieux n’ont 
pas donné aux utilisateurs les résultats constants qu’ils en attendaient 
ef souvent pour la simple raison qu’un milieu quel qu’il soit est 
incapable de répondre 4 coup stir 4 tous les complexes (Protozoaires- 
Bactéries) qui lui sont soumis. 

Voici une remarque trés importante illustrant ce que nous venons 
de dire : trés souvent des chercheurs s’intéressant 4 la culture des Proto- 
zoaires nous demandent de leur fournir des souches d’Amibes ou de 
Flagellés pour étudier, disent-ils, de nouveaux milieux de culture. De 
tels essais ont beaucoup de chances de donner des résultats positifs, 


(1) On trouvera une bibliographie dans L. Lamy, Biologie méd., 1953, 
47, 59. 
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pour la raison, déja exposée plus haut, que l’adaptation dune souche 
bien installée in vitro sera possible dans de nombreux milieux, pourvu 
que les éléments indispensables y soient a peu pres constamment 
représentés. En déduire que l’on a mis au point un nouveau milieu 
serait une erreur, car parlant d’un prélévement et non d’une culture 
installée, ou aura bien peu de chances d’obtenir des résultats positifs. 
Seuls des essais de mise en culture, faits 4 partir de Protozoaires pro- 
yenant directement de l’héte, sont susceptibles sur milieux nouveaux 
de fournir des données nouvelles intéressantes, concernant leur culture. 

Ceci nous conduit & donner quelques précisions concernant le milieu 
de culture simplifié que nous avons décrit dans les Annales de l’Institul 
Pasteur, 1959, 97, 115. Ce milieu pour Trichomonas foetus consiste 
uniquement en une solution de Ringer additionnée de sérum de cheval 
liquide et d’amidon de riz (= milieu R). Il s’agit en somme du 
milieu N auquel on a enlevé le support coagulé. Nous l’employons 
également pour la culture de T. vaginalis et Entamoeba histolytica en 
particulier. 

Nous avons recu de nombreuses demandes a ce sujet et nous tenons 
a préciser ici qu’il s’agit d’un milieu de conservation, d’entretien, appor- 
tant de nombreux avantages pratiques, mais sans qu’il constitue un 
milieu pour l’isolement des souches ou les diagnostics. Les milieux 
d’isolement et d’installation sont les milieux N, NO, WT ou autres, 


que nous avons décrits plus haut. 
En tout cas ces trois espéces, en particulier, se multiplient active- 


ment dans ces conditions et ceci est important a plusieurs points de 
vue ; 


1° ENTRETIEN DES CULTURES : Comparativement aux autres milieux, le 
milieu R est plus simple en composition et plus facile de préparation. 


2° Essals CHIMIOTHERAPIQUES in vitro: La présence d’un_ support 
coagulé, type sérum de cheval ou ceuf total, est susceptible de favo- 
riser l’adsorption des substances 4 tester, donc de fausser l’appréciation 
des concentrations utilisées. Ceci se constate trés facilement avec les 
substances colorantes : trés rapidement, en vingt-quatre ou quarante- 
huit heures, Je colorant est complétement fixé par le support coagulé 
de sérum et le liquide en est presque totalement dépourvu. 


Ajoutons que dans ce milieu les Bactéries associées se développent 
relativement moins activement et qu’il ne comporte pas d’antibiotiques. 
Ceci est extrémement important, ainsi que nous l’avons montré expé- 
rimentalement avec de nombreuses souches et de nombreuses substances 
antibiotiques. 


3° Cas pE Trichomonas fetus ; Des cultures de T. fetus, par exemple, 
sont utilisées au laboratoire pour des épreuves de muco-agglutination, 
pratiquées dans un but diagnostique. La technique recommande d’éviter 
les traces de sang dans le prélévement, ce qui pourrait entrainer une 
réaction positive. Or le milieu de Schneider, par exemple, contient 
du sang et du sérum de bovin dans les deux phases. C’est pourquoi nous 
pensons que l’utilisation du milieu R présente certains avantages non 
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négligeables pour une réaction, somme toute tres sujeltte & caution : 
a) le remplacement du sérum de bovin par du sérum de cheval élimine 
une partie du danger présenté par lactivité toujours possible de ce 
sérum sur des Flagellés spécifiques des Bovidés, comme c’est le cas 
pour T. foetus ; b) de plus, il est trés facile A partir d’une culture sur 
ce milieu R, ne comportant pas de support coagulé, de concentrer et 
de Javer les Trichomonas avant leur utilisation pour la réaction de 
muco-agglutination. 

La technique consistera 4 avoir constamment au laboratoire un cer- 
lain nombre de tubes préparés a intervalles réguliers de vingt-quatre 
ou quarante-huit heures ou tout autre rythme, fonction des besoins 
courants du laboratoire. A partir d’un de ces tubes de culture, on 
procédera de la facon suivante : on retire avec précaution, a l’aide d’une 
pipette, la majeure partie du liquide recouvrant l’amidon. On ajoute 
& nouveau 5 ml de solution de Ringer pur, sans sérum et préalablement 
porté 4 37°. On transporte dans un petit tube a centrifuger, on centri- 
fuge un temps court et a vitesse trés faible, par exemple quinze secondes 
a 500 t/mn. On retire le liquide et on le remplace par du Ringer pur. 
On peut, a la rigueur, recommencer l’opération une deuxiéme fois. 
A la fin on obtient un culot riche en Trichomonas, pratiquement 
exempt de sérum et ne contenant qu’une quantité trés faible de Bacté- 
ries. Ces Flagellés sont alors préts 4 étre utilisés pour la muco-réaction. 

En résumé, aucun milieu quel qu’il soit n’est susceptible de répondre 
d’une facon absolue, c’est-a-dire dans tous les cas, a l’immense variété 
des complexes (Protozoaires-Bactéries) qui lui sont soumis. Par contre, 
pour les différents Protozoaires des voies digestives et génito-urinaires, 
if est possible d’uniformiser les milieux de culture en une gammie 
réduite et simple. Ces différents milieux peuvent étre: des milieux 
pour le diagnostic, c’est-a-dire pour un temps de passage et de multi- 
plication des parasites in vitro trés limité ; des milieux pour l’isolement 
et Vinstallation de cultures vraies indéfinies ; des milieux d’adaptation 
simplifiés pour l’entretien ou lexpérimentation au laboratoire. 


SUMMARY 


IMPORTANCE OF THE USE OF VARIOUS MEDIA FOR CULTIVATION 
OF PARASITIC PROTOZOA. 


There exists no medium capable to allow the cultivation of any 
Protozoa-Bacteria complex. However, as to the various Protozoa, it is 
possible to uniformize the culture media. These media can be : 
diagnostic media, allowing the transfer and multiplication of the para- 
sites for a short time; isolation media, allowing actual, unlimited 
cultures ; adaptation media, for the maintenance of strains and expe- 
rimentation. 
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NOUVELLE TECHNIQUE 
DE SERODIAGNOSTIC DE LA SYPHILIS : 
REACTION RAPIDE DE FLOCULATION DES REAGINES 
DU PLASMA 


par A. VAISMAN et A. HAMELIN. 


(Institut Alfred-Fournier, Paris) 


Dans un mémoire paru en 1957, Portnoy, Garson et Smith [4] ont 
décrit une nouvelle méthode de sérodiagnostic de la syphilis, par flocu- 
lation sur lame, utilisant un antigéne de V.D.R.L. modifié et le 
plasma sanguin. Les auteurs ont mis au point cette réaction, 
appelée R. P. R. (Rapid Plasma Reagin Test), dans un but de dépistage 
rapide et simplifié pour les collectivités. 

La valeur de ce nouveau test a été confirmée par Schmidt et 
Bentzon [2], du Statens Seruminstitut de Copenhague, qi |’ont 
comparé a la réaction classique de V. D. R. L. 

Les auteurs ayant signalé, d’une part, la grande sensibilité de ce 
test et, d’autre part, la conservation prolongée de la suspension anti- 
génique (un mois 4 +4° C), il nous a semblé intéressant d’étudier cette 
nouvelle technique. Dans le présent travail, nous rapportons les résul- 
tats comparés du R. P. R. sur plasma et également sur sérum frais et 
sérum inactivé, avec les autres réactions lipidiques (B. W. Kolmer, 
Ii W. Demanche, Kline, Kahn et V.D.R.L.) et le test de Nelson. 


TecHniguE. — A. Antigéne. Préparer une suspension d’antigéne [3] 
V. D. R. L. comme pour le test de floculation normal et, dés la suspen- 
sion terminée, la centrifuger 4 2 000 t/mn pendant quinze minutes. Le 
culot de centrifugation est repris par un méme yolume d’une solution 
merthiolatée de chlorhydrate de choline 4 10 p. 100, remis en suspen- 
sion, et l’antigéne ainsi terminé peut se conserver un mois A +4° C. 
Ii suffira de le ramener A la température du laboratoire trente minutes 
avant de l’utiliser. 

Préparation de ia solution de chlorhydrate de choline merthiolatée. 
Prendre 1,33 cm* d’une solution mére 4 1 p. 100 de merthiolate dans 
l'eau physiologique (conservable un mois A + 4°C) et compléter a 
100 cm® avec de l’eau salée A 0,85 g p. 100. A trois volumes de cette 
solution de merthiolate & 0,0133, ajouter un volume d’une solution de 
chlorhydrate de choline 4 40 p. 100 dans l’eau physiologique. La solu- 
tion de chlorhydrate de choline seule se conserve un an A la température 
ordinaire, mais le mélange merthiolate-choline ne doit ¢tre fait qu’au 
moment de la préparation de la suspension d’antigéne. 


B. Préparation du plasma. Le sang est recueilli sur un anti-coagulant, 
héparine, oxalate de potassium ou sequestrene de potassium. Aprés 
sédimentation ou centrifugation, le plasma décanté est prét pour le test. 
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Ui. Technique du R. P. R. La réaction se pratique dans les mémes 
conditions que celle du V. D. R. L. normal sur lame, ou celle de Kline. 
La lecture se fait également au microscope 2 sec (grossissement 100 x). 


Résuttats. — Nous avons examiné 276 prélévements, chacun d’eux 
comportant plasma, sérum frais et sérum chauffé, et comme dans tous 
nos travaux précédents, nous avons pris comme base de comparaison le 
Tee ae: 


Les résultats sont condensés dans le tableau I. 
Tasieau I, 


Nombre 


d'échantillons R.E.R. BW Floculation 


sur plasma| (BY Kolmer et Demanche) |(Kline-Kahn a V.D.2.L.) 


Pryrrrtetets+ 
Sues diet a) acne 
Ch Sul eset ee 


ae 
as, 
ae 
ae 
ae. 


Nombre de ré- 46 sie 
sultats positifs 
|% de résultats 

positifs 52 ,89% | 17,46% 


I] ressort de ce tableau que, sur les 276 prélévements examinés, le 
T. P. I. nous a fourni 146 résultats positifs, soit 52,89 p. 100, le R. P. R. 
sur plasma 131 positifs (47,46 p. 100), les réactions d’hémolyse 98 positifs 
(33,69 p. 100) et celles de floculation classiques 106 positifs (88,40 p. 100). 
C’est donc le R. P. R. qui se rapproche le plus du T. P. I. au point de 
vue sensibilité. 

En analysant les résultats obtenus, nous constatons une concor- 
dance de positivité dans les quatre groupes de réactions pour 85 sérums, 
une concordance de négativité pour 124 sérums, et enfin des discor- 
dances entre le T. P. I pris comme critére et la sérologie lipidique dans 
67 cas. Dans ce nombre, les discordances entre T. P. I. et floculations 
classiques portent sur 50 cas, celles entre T. P. I. et réactions d’hémo- 
lyse sur 55 cas, alors qu’entre le R. P.R. et le T. P. I. nous n’avons 
relevé que 25 discordances. De plus, dans 19 cas, le R. P.R. fut la 
seule réaction lipidique positive accompagnant le T. P.I. Quant a sa 
spécificité, elle est comparable A celle des autres réactions de flocula- 
tion classique, ces deux groupes de réactions ayant donné chacun 
é résultats positifs alors que le T. P. I. était négatif. 


Sensibilité comparée de lVantigéne R. P. R. sur le plasma, le sérum 
frais et le sérum inactivé. — Nous avons également comparé la sensi- 
bilité de l’antigéne R. P. R. sur le plasma A celle sur le sérum frais et 
le sérum inactivé. Sur les 276 échantillons examinés, le R. P. R. sur 
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plasma a donné 131 résultats positifs, comme cela a été mentionné 
dans le tableau I, le test sur sérum frais a révélé 116 positifs et celui 
sur sérum chauffé 97 seulement. L’antigene R. P. R. atteint donc sa 
sensibilité maxima avec le plasma, mais donne également des résultats 
satisfaisants avec le sérum frais, puisque les trois réactions de flocula- 
tions classiques réunies (Kline, Kahn et V. D. R. L.) n’ont donné que 
106 cas positifs contre 116 pour le R. P. R.-sérum frais. Nous devons 
également signaler que nous n’avons jamais eu de R. P. R. positif sur 
le sérum qui ait été négatif sur plasma. 

Ce travail était déja terminé quand nous avons pris connaissance 
d’une récente note de Portnoy et Garson [4] qui arrivent aux mémes 
conclusions concernant la sensibilité du R. P. R. sur plasma et sérum 
frais. 


Résumé. — Le but du présent travail est de vérifier la sensibilité et 
la spécificité d’une nouvelle technique de sérodiagnostic de la syphilis 
utilisant l’antig¢ne lipidique R. P. R. Il s’agit d’une réaction de flocula- 
tion des réagines pratiguée sur le plasma, ce qui confére a cette réaction 
une sensibilité supérieure a celle des techniques utilisant le sérum 
inactivé. Une étude comparée de cette nouvelle réaction avec le test 
de Nelson et la sérologie lipidique classique, portant sur 276 échan- 
tillons, démontre sa valeur. De plus, la suspension antigénique, trés 
stable, est ulilisable pendant un mois, en la conservant a + 4° C. 


SUMMARY 


A NEW TECHNIQUE FOR SYPHILIS DIAGNOSIS. 
RAPID FLOCCULATION TEST OF PLASMA REAGINS. 


The experiments study the sensitivity and specificity of a new sero- 
diagnostic technique of syphilis, using the lipidic antigen R. P. R. 
(rapid plasma reagin test). The method consists in a flocculation of 
the plasma reagins, the sensitivity being higher than with inactivated 
serum. The new method has been compared with Nelson’s test and the 
conventional lipidic techniques; the study of 276 serum samples 
proves its reliability. Moreover, the antigenic suspension is very stable 
and can be used for one month when preserved at + 4° C. 
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LYSOGENEITE ET SENSIBILITE A LA COLICINE H 
DE PROTEUS MORGANI 


par J.-F. VIEU. 


(Institut Pasteur, Service du Bactériophage) 


Au cours de ces derniéres années, plusieurs travaux ont été consacrés 
i la biochimie des Morganella et des revues récentes [4, 2, 5] ont précisé 
!a position systématique de ces bactéries. Cependant deux phénoménes 
fréquemment observés chez les Entérobactériacées ne semblent pas 
avoir été recherchés pour P. morgani: la lysogénéité et la sensibilité 
i la colicine H. Ce sont les deux propriétés qui font l’objet de cette note. 

Nous avons étudié 48 souches de P. morgani dont 34 proviennent du 
Service des Vaccins de ]’Institut Pasteur et 14 de l'Institut Pasteur de 
Lille (1). Ce sont des P. morgani de forme S parmi lesquels 28 ont 
été isolés de coprocultures, 4 de méningites, 5 d’animaux poikylo- 
thermes (vipéres et tortues), 1 d’une eau contaminée ; 10 ont une 
origine indéterminée. 

Les bactériophages de lysogénéité ont été recherchés par filtration 
des cultures en bouillon. On ensemence 0,2 cm* d’une culture récente 
de P. morgani dans 25 cm? de bouillon et on agite au bain-marie 4 37° 
pendant trois heures trente. Aprés filtration sur bougie Chamber- 
land L,, le filtrat est éprouvé « a la goutte» sans dilution préalable 
sur la souche détectrice. Celle-ci est ensemencée en nappe sur une 
plaque de gélose nutritive (peptone trypsique, 20 p. 1000; ClNa, 
6 p. 1000; agar, 17 p. 1000; pH, 7,6) et on y dépose une goutte du 
filtrat. La lecture de la réaction se fait aprés dix-huit heures d’incuba- 
tion 4 37°. Une régénération en bouillon est effectuée 4 partir d’une 
des plages observées, ce qui permettra d’affirmer, si le résultat en est 
positif, qu’il s’agit bien d’une action de hactériophagie et que la 
culture étudiée est réellement lysogéne. 

Dans ces conditions, les 48 souches de P. morgani ont été éprouvées 
entre elles et 33 (68,7 p. 100) se sont révélées lysogénes. Parmi elles 
figurent 22 souches isolées de coprocultures, 4 de méningites et 
7 d’origine inconnue. Certains filtrats sont actifs sur plusieurs cultures, 
mais aucun n’agit sur l’ensemble des P. morgani examinés, non plus 
que sur les P. hauseri OX19, OX2, OXL et OXK. Les plages ont une 
morphologie variable quant 4 leur taille, leur forme, l’aspect et le 
nombre des colonies secondaires, ainsi que |’existence ou l’absence d’une 
auréole de lysine ; certaines sont punctiformes, trés difficiles 4 déceler 
si l’ensemencement de la souche détectrice est trop abondant ou si le 
milieu gélosé est trop humide. I] faut insister sur la fréquence des 
filtrats qui donnent d’emblée des images de lyse confluente ou incom- 


(1) Nous remercions vivement le Dt L. Le Minor et le Dr R. Buttiaux qui 
ont bien voulu nous adresser ces souches. 


770 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


pléte, et sur l’intérét de deux souches qui sont sensibles, la premicre 
a 11 filtrats et la seconde a 14 filtrats sur 48. Pe 

La sensibilité de P. morgani a la colicine H a été examinée en utili- 
sant l’activité antibiolique de la souche type HZ. coli CLIO que nous 
devons 4 l’amabilité du D™ Y. Hamon. On sait que la colicine H (bacte- 
riocine non dialysable, thermolabile, sensible aux protéases micro- 
biennes) agit non seulement sur certaines FE. coli, mais encore sur 
P. hauseri, en particulier OX19 [3]. Cependant la majorité des 
P. hauseri récemment isolés d’infections sont tres protéolytiques et il 
ne nous a pas été possible jusqu’a présent et malgré de nombreux 
essais, d’utiliser cette activité de la colicine H pour compléter la lyso- 
typie des P. hauseri [6]. 

Au contraire, la sensibilité de cette bactériocine aux protéases bacté- 
riennes n’est plus un obstacle dans le cas de P. morgani et nous avons 
pu soumettre nos 48 cultures a l’action de CL10, aprés avoir vérifié 
que celle-ci n’était pas lysogene pour P. morgani. 

Nous avons utilisé la technique dite de la double couche [4] : 1 cm° 
d’une dilution 4 10—* d’une culture de dix-huit heures d’Z. coli CL10 
est incorporé A 3 cm? de gélose (A 17 p. 1000 d’agar et 20 p. 1000 de 
peptone trypsique) fondue a 100° et ramenée a 45°. La suspension 
célosée ainsi obtenue est étalée en couche mince Aa la surface d’une 
plaque de gélose nutritive stérile et, aprés solidification au réfrigéra- 
teur & + 4°, on coule une deuxiéme couche de 10 cm® de gélose a la 
surface de Ja premiére. Aprés quarante-huit heures d’incubation 4 37° 
des colonies bactériennes se sont développées dans 1l’épaisseur de la 
eélose, la souche détectrice est alors étalée en surface et la plaque de 
gélose nutritive est placée dix-huit heures 4 37°. Le lendemain, on 
peut constater l’apparition dans la culture détectrice de zones d’inhibi- 
tion centrées par une colonie bactérienne sous-jacente, Aa partir de 
laquelle l’antibiotique a diffusé dans 1’épaisseur de la deuxiéme couche 
gélosée. Dans le cas de la colicine H les cultures sensibles servant de 
témoins ont été EF. coli K12 et P.OX19. 


Par cette méthode nous avons pu constater que 28 P. morgani sur 48 
(58,3 p. 100) sont sensibles 4 l’activité antibiotique d’E. coli CL10 ; 
quatre d’entre eux ne le sont que trés faiblement, ce qui raméne 
4 50 p. 100 la proportion des cultures nettement inhibées par la 
colicine H. 


Les zones d’inhibition sont assez diverses et plusieurs d’entre elles 
montrent l'image caractéristique en cocarde des colicines du groupe G-H ; 
leur diamétre reste toujours voisin de 5 A 10 mm. Signalons que les 
formes R de certains P. morgani présentent des aires d’antibiose d’un 
diamétre relativement plus élevé que la forme S. 


La fréquence de ]’état lysogene chez P. morgani et l’existence d’une 
sensibilité inconstante & une bactériocine déterminée conduisent a dis- 
tinguer entre elles des cultures que leurs propriétés biochimiques ne 
permettent pas de séparer. 


Nous avons pu examiner 9 cultures de P. morgani isolées successi- 
vement au cours des deux derniéres années chez un méme malade 
a des intervalles de plusieurs semaines A plusieurs mois. Les résultats 
obtenus sont rassemblés dans le tableau TJ. 
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Il apparait nettement que 5 souches différentes ont été hébergées par 
ce malade ; la premiére (n° 19) et la seconde (n° 20), toutes deux sen- 
sibles 4 la colicine H se différencient toutefois par les bactériophages 
qu’elles libérent ; la troisiéme (n° 27) n’est pas lysogéne dans les condi- 
tions de l’expérience et est résistante & la colicine. Le groupe suivant 
composé des cultures n°®* 30, 31, 33, 35 et 37 est trés homogéne et il 


Tasieau I. 


N° de Type Action des filtrats sur les Sensibilité 4 | 
collection biochimi que P.iiorgani la colicine H | 
n°5 | n°9 | n°10| n°14 | no22 n°32 | 
n°19 P.Morgani - - + - + = + 
n°20 P.Morgani = = = fe = = ¥ 
mei P.Morgani - - - - - = | - 
n°30 P.Morgani - ec = = ee | ie 
mes P.Morgani = - - - - cS i “e 
ne5S P.Morgani - - - | - = + | ue 
n°35 P.Morgani - = - | - =, a 
neo 5i P.Norgani - - =. & hao E + 
n°40 P.Morgani + + - - - = = 
ee ee ee eee ee eee 


s’agit vraisemblablement d’une seule et méme souche retrouvée ad plu- 
sieurs examens ; quant au P. morgani n° 40, résistant 4 la colicine H 
et lysogéne pour les souches n° 5 et 9, il se distingue nettement des 
précédents. 


Résumé. — L’examen de 48 Proteus morgani d’origines diverses 
montre que 68,7 p. 100 sont lysogénes pour d’autres P. morgani et 
que 58,3 p. 100 sont sensibles 4 la colicine H. La recherche de la lyso- 
généité et celle de Ja sensibilité a cette bactériocine permettent de 
différencier entre eux des P. morgani dont les propriétés biochimiques 
sont analogues. Ces deux épreuves constituent peut-étre une méthode 


x 


applicable a 1’élaboration d’une lysotypie des Morganella. 


SUMMARY 


THE OCCURRENCE OF LYSOGENY AND SENSITIVITY 
To coLicin H amone P. Morgani STRAINS. 


The study of 48 strains of P. morgani from various sources shows 
that 68.7 % are lysogenic for other P. morgani strains and 58 % are 
sensitive to colicin H. The study of lysogenicity and H_ sensitivity 
allows to differentiate P. morgani possessing similar biochemical pro- 
perties. These two tests might constitute a method for Morganella 
phage-typing. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’ACTION 
DES ANTIBIOTIQUES SUR L’IMMUNITE 


ACTION DE LA TETRACYCLINE SUR LES ANTIGENES DE SALMONELLA TYPHI 


Dare Mmee = ANNIE: 
(Présenté par A. LAMENSANS.) 


(Service de Chimie Thérapeutique B, Institut Pasteur) 


Il a été montré que le chloramphénicol modifie les caractéres anti- 
eéniques de Salmonella typhi [4, 2] en diminuant l’agglutinabilité Vi 
el en rendant ce germe O-hyperagglutinable. Dans ce travail, nous 
avons étudié l’action exercée in vitro sur l’agglutinabilité Vi de ce germe 
par un autre antibiotique, capable d’inhiber sa croissance in vitro, la 
tétracycline (1). 


TecuniguEs. — La technique utilisée pour la préparation des anti- 
genes a été celle décrite par Fari, Le Minor et Lamensans [4]. 

Trois flacons désignés Chl., Tét. et N., contenant chacun 1 1 de 
bouillon ordinaire ont été ensemencés avec 10 cm? d’une culture de 
dix-huit heures de S. typhi (souche Ty2). Trois heures aprés 1l’ense- 
meucement, a la phase exponentielle de la culture, nous avons ajouté 
au contenu du flacon marqué Chl. une solution de chloramphénicol 
dans de l’eau distillée, de fagon que la concentration finale de ]’anti- 
Liotique soit de 100 yg/cm? de milieu ; au contenu du flacon marqué 
Tét. nous avons ajouté une solution de tétracycline de méme concen- 
tration, et au contenu du flacon marqué N. (témoin), nous avons 
ajouté un volume correspondant d’eau distillée. Aprés un séjour de 


vingt heures 4 37°C, les trois flacons ont été retirés de l’étuve ; une 


(1) Produit utilisé : Sanclomycine, Laboratoires SPECIA, Paris. 
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partie des germes de chaque flacon a été tuée par l’addition de 
0,1 p. 100 de formol et les germes restants ont été utilisés vivants. 
Yous les germes ont été centrifugés, lavés par de l’eau physiologique 
stérile et remis en suspension dans de l’eau physiologique. Les suspen- 
sions de germes ont été diluées de facon A obtenir finalement 
1.10° germes/cm?. 


L'agglutinabilité des suspensions de germes Chl., Tét. et N. (normaux) 
ainsi obtenues a été étudiée au moyen des sérums standards de 1’Ins- 
titut Pasteur et utilisant deux méthodes : agglutination sur lame et 
le titrage en tubes. 


Résuttats. — L’agglutination sur lame des germes Chl., Tét. et N. 
par des sérums standards anti-Vi et anti-O a donné les résultats sui- 
yants : 


SERUMS 
a ae 
: Anti-Vi Anti-0 
Germes Chl. soumis & l’action du chloramphénicol . ; + +++ 
Germes Tét. soumis & l’'action de la tétracycline. . . . + +++ 
CUS NI. CROMMERIES) ano = G95 Geol ood 5 oo 5 8 6 +++ Oou() 


Le titrage en tubes de ces mémes sérums standards anti-Vi et anti-O, 
a l’aide des germes Chl., Tét. et N., a donné les résultats suivants : 


SERUMS 

Nee a, 

Anti-Vi Anti-0 
Germesz@hl eu.) cscs sees cee Gaee e See, 20 1/3 300 
Germes Tét. . .. . eevee ame sc rol un: nes ps ee 1/20 1/3 300 
Gennes Ns (Ormaux) ee. i er ese sis 5 a SKU) 1/200 
Suspension standard Vi (témoins activité sérum). . . . 1/300 — 
Suspension standard 0 (témoins activité sérum) . . . . _ 4/12 800 


Les résultats obtenus en utilisant des germes vivants et des germes 
tués par 0,1 p. 100 de formol ont été identiques. Ils montrent que 
lorsque l’antibiotique est introduit 4 la phase exponentielle de la 
culture, la tétracycline, comme le chloramphénicol, modifie l’agglu- 
tinabilité des germes soumis & son action. Nous avons constaté, d’une 
part, la disparition presque totale de ]’agglutinabilité Vi (1/20) chez 
les germes exposés 4 l’antibiotique (Chl. et Tét.) et, d’autre part, l’aug- 
mentation de l’agglutinabilité O pour les germes traités (1/3 300) qiui, 
par rapport aux germes normaux N (1/200) montrent ainsi une O-hyper- 
agelutinabilité. 

On notera, par ailleurs, que l’agglutinabilité des germes n’a pas été 
modifiée lorsque les antibiotiques étaient introduits dans les cultures 
cing heures aprés l’ensemencement, c’est-i-dire 4 un moment trés 
proche de la phase stationnaire de la croissance. Ceci démontre bien 
que, pour étre modifiés, les germes doivent étre en état de métabolisme 
actif. 

Lorsque les germes dont l’agglutinabilité a été modifiée par les anti- 
biotiques ont été introduits dans du bouillon ordinaire sans antibio- 
tique, ils ont retrouvé leur sensibilité 4 l’agglutination par un sérum 
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standard anti-Vi en méme temps qu’ils n’étaient pratiquement plus 
agglutinés par le sérum anti-O. 

La concentration des antibiotiques nécessaire 4 la modification de 
Vagglutinabilité de Salmonella typhi doit étre telle qu’elle supprime 
(ou presque) la croissance des gerines. Des concentrations d’antibiotique 
qui n’inhibent pas la croissance ne modifient pas les caractéres anti- 
céniques des germes soumis a leur action. 


ConcLusion. — Dans les conditions décrites, la tétracycline, comme 
le chloramphénicol, modifie les caractéres antigéniques d’une souche 
de S. typhi en la rendant moins riche en antigéne Vi et O-hyperagglu- 
tinable. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE INFLUENCE OF ANTIBIOTICS ON IMMUNITY. 
ACTION OF TETRACYCLIN ON S. typhi ANTIGENS. 


Tetracyclin, when added to a culture of Salmonella typhi (strain Ty2) 
in the logarithmic phase of growth, modifies the antigenic structure 
of this strain. After such treatment the culture is less rich in Vi 
antigen and the strain shows O-hyperagglutinability. 
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ETUDE D’UNE NOUVELLE ESPECE ANAEROBIE : 
EUBACTERIUM SARCOSINOGENUM NOV. SP. 


par J. SZULMAJSTER et P. KAISER (*). 


(Institut de Biologie physicochimique et Service des Anaérobies, 
Institut Pasteur, Paris) 


Les recherches sur la dégradation anaérobie de la créatinine [4, 2] 
ent amené l’un d’entre nous (J. Szulmajster) & isoler plusieurs micro- 
organismes capables d’utiliser la créatinine comme seule source d’azote 
et d’énergie pour la croissance. La présente note a pour objet de décrire 
Yun de ces microorganismes, qui avait été provisoirement nommé 
Clostridium Ls dans des publications antérieures [3, 4]. 


(*) Ce travail & bénéficié d’une subvention du National Institute of Health, 
Public Health Service, U.S. A. 
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SOURCE ET MODE D’ISOLEMENT. — Cette bactérie a été isolée A partir 
de boues des « bayous » de la Nouvelle-Orléans (Louisiane) par la tech- 
nique de culture d’enrichissement. La culture originale a été préparée 
en inoculant avec 15-20 g de boue, 100 ml de milieu contenant : créati- 
nine, 0,5 p. 100; tampon phosphate de potassium, 0,1M ; pH 7,4; 
Na,S, 9 H,O (agent réducteur), 0,03 p. 100 ; 0,05 ml de bleu de méthy- 
lene 4 0,5 p. 100 (indicateur d’anaérobiose). Au troisitme passage on 
a ajouté a ce méme milieu : 0,1 4 0,2 p. 100 d’extrait de levure (Difco) ; 
MgSO,, 7H,O, 0,02 p. 100; FeSO,, 7H,O, 0,001 p. 100; CaCl, 
0,001 p. 100; MnSO,, 2H,O et NaMoO, a la concentration de 
0,0001 p. 100. On inocule alors avec 10 ml provenant de la culture pré- 
cédente. Apres 4-5 passages sur ce milieu liquide, on transfére la 
culture en gélose profonde (milieu ci-dessus, plus 2,5 p. 100 de gélose). 
Plusieurs transferts d’une seule colonie sont effectués ensuite jusqu’a 
obtention d’une culture pure & l’examen microscopique. Les propriétés 
de dégradation de Ja créatinine avec formation des mémes produits 
finaux par cette bactérie sont suivies aux différents stades de son 
isolement. 


MorpuHotocic. — La morphologie de ce microorganisme varie avec 
lage et le milieu de la culture : Gram-positif dans les cultures de 
moins de vingt-quatre heures ; Gram-négatif aprés ce temps. Cultivé 
sur milieu minéral additionné de créatinine, il se présente sous forme 
de petits batonnets de 0,8 4 1,2 p de long sur 0,3 4 0,4 uw de large, 
immobiles, aciliés et asporulés. Cultivés sur milieu avec glucose ou 
saccharose, les batonnets sont plus longs au début de la croissance 
(de 3 4 10 y). Ils se présentent toujours en courtes chainettes et parfois 
en amas, ce qui donne en frottis coloré un aspect assez polymorphe. En 
milieu gélosé on obtient de petites colonies rondes et blanchatres. 


CARACTERES NUTRITIFS. — Parmi les composés guanidiques uréidiques 
et autres qui ont été essayés (créatine, guanidine, méthyl-guanidine, 
arginine, urée, hydantoine, N-méthyl-hydantoine, sarcosine + urée, 
glycine, méthyl-urée ou méthyl-urée + glycine) seule la créatine peut 
remplacer Ja créatinine pour la croissance. Méme en présence de créatine 
ou de créatinine, il n’y a croissance qu’a la condition d’ajouter au 
milieu de culture de faibles quantités (0,1-0,2 p. 100) d’extrait de 
levure. Ce dernier ne peut étre remplacé ni par un hydrolysat de 
caséine, ni par un mélange de vitamines connues, en présence ou en 
absence de bases puriques ou pyrimidiques. Le (ou les) facteur présent 
dans 1’extrait de levure et indispensable pour la croissance de ce micro- 
organisme peut étre adsorbé sur « norit» et élué par l’acétone [5]. 

On obtient également une bonne croissance (en absence de créatinine) 
en présence de glucose, fructose, galactose, mannose ou_saccharose, 
pourvu que l’on ajoute au milieu un sel d’ammonium et I’extrait de 
levure. I] n’y a pas de croissance sur ribose ou eau peptonéc. 

La gélatine n’est pas liquéfiée et le lait n’est modifié, trés légérement, 
qu’A condition d’y ajouter Ja créatinine. Les protéines coagulées ne sont 
pas attaquées. 


PRopRI“TES BIOCHIMIOUES. — Au cours de la croissance, Ja créatinine 
est dégradée de telle facon qu’une molécule de ce substrat donne lieu 
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4d la formation d’une molécule de sarcosine, 2 moles d’NH, et 1 mole de 
CO,. En effet, la fermentation de 1-“C-créatinine a montré que 
90-95 p. 100 de la radioactivité est retrouvée dans la sarcosine [4]. 

Les nitrates ou les sulfates ne sont pas réduits. En milieu VF il se 
produit de faibles quantités de SH,. 


Activité CATALASIQUE. — Une propriété importante de ce microorga- 
nisme (anaérobie strict) est son activité catalasique. Cette activité, basée 
sur la décomposition de l’eau oxygénée, a été mesurée avec un extrait 
bactérien dialysé par la méthode spectrophotométrique de Patrick et 
Wagner [6] modifiée par Dolin [7]. Cette activité catalasique est inhibée 
par le cyanure de potassium et l’azoture de sodium 4 la concentration 
de 103M. Il faut toutefois souligner que l’activité catalasique spéci- 
fique (umoles H,O, décomposées/mg protéines/unité temps) de cette 
bactérie est environ 2000 fois plus petite que celle d’un extrait de 


> 


B. subtilis, par exemple, mesurée dans les mémes conditions. 


Puysrotocir. — Anaérobie trés strict, dépourvu de thermorésistance, 
ii est tué par chauffage de cing minutes 4 60°. Son pH optimum de 
croissance est aux environs de 7. Le pH final de la culture en présence 
de la créatinine est 8,5-9. Il prolifére bien entre 30 et 37°. Les cultures 
en fin de croissance ont une légére odeur ammoniacale. 

Son pouvoir pathogéne est nul pour le cobaye et la souris. Il n’est 
pas sérophile et ne produit pas de toxine ou d’hémolysine. 


PosirioN DANS LA SYSTEMATIQUE. — Etant un batonnet Gram-positif, 
immobile, asporulé et anaérobie strict, il appartient au genre Eubac- 
terium. Aucune des espéces voisines de ce genre ne présente a la fois 
les propriétés nutritives, morphologiques et biochimiques relatées plus 
haut. Nous en concluons donc qu’il s’agit d’une espéce nouvelle et 
proposons le nom de: Bubacterium sarcosinogenum # Ls (1). 


Résumé. — Sur un milieu chimiquement défini ot la seule source 
d’azote et d’énergie était la créatinine, l’ensemencement de boue des 
« bayous » de Louisiane a permis d’isoler une espéce nouvelle anaérobie 
qui exige la créatinine et la dégrade en sarcosine. Aprés passage en 
série sur milieu additionné d’extrait de levure, seule la créatine a été 
capable de remplacer la créatinine. 

C’est un batonnet Gram-positif immobile, asporulé, présentant une 
légére activité catalasique. I] s’agit d’une espéce nouvelle pour laquelle 
le nom de Eubacterium sarcosinogenum a été proposé. 


SUMMARY 


STUDIES ON A NEW ANAEROBIC SPECIES, 
Eubacterium sarcosinogenum n. sp. 


Mud taken from the « bayous » in Louisiana was seeded on a syn- 
thetic medium, where creatinin was the only N and energy source. 
This technique allowed to isolate a new anaerobe species, requiring 


(1) Ls désigne ici Je lieu d’origine de cette souche, 
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creatinin, splitting it into sarcosin. After serial passages on a medium 
containing yeast extract, creatin (and none of the other compounds 
tested) was able to replace creatinin. 

The germ is a non-sporulated, immobile, Gram-positive bacillus, 
possessing a slight catalase activity. It represents a new species, for 
which the name Eubacterium sarcosinogenum n. sp. is proposed. 
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Nous remercions M. le Professeur A.-R. Prévot qui a bien voulu 
s’intéresser a ce travail. 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les Annales 
de VInstitut Pasteur : 


La multiplication des agents des trypanosomiases humaines 
africaines en culture de tissus, par J. Dremarcur et J. Nicort. 


L’activité amylolytique des sols. Méthode d’étude et interpré- 
tation, par J. Aucmr et R. Moreau. 


Les vaccinations anti-Brucella par la souche vivante B112. 
Etude et comparaison de différentes méthodes sur souris, 
par Mme A. SurRe. 


Existence de la toxine tétanique sous plusieurs états d’agré- 
gation, par M. Raynaup, A. Turrin et B. Brzzint. 


Contribution 4 l'étude de la poliomyélite dans 1]’Afrique Occi- 
dentale Portugaise, par J. Carvano bE Sousa. 


ELECTIONS 


MM. Betz, Bonnicr, Burdin, Desvignes, Hamon, Pasquier, Piéchaud, 
Triau, Véron, Vieu et Zourbas, M™*s Charpentier, Didier, Lapchine, 
Lareng, Piéchaud, Serre sont élus membres de la Société Frangaise de 
Microbiologie. 
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LIVRES RECUS 


J. Hein, H. Kleinschmidt et E. Uehlinger. — Handbuch der Tuberkulose. 
Vol. I. Allgemeine Grundlagen. 1 vol., 832 p., 244 fig., Georg 
Thieme, édit., Stuttgart, 1958. Prix : 178 DM. 


Il s’agit du premier tome d’un monumental traité de la tuberculose, 
qui comprendra cing volumes. Les principales matiéres traitées dans ce 
volume sont : Vhistoire de la tuberculose, le bacille tuberculeux, la 
tuberculose expérimentale, la tuberculine, lallergie, l’immunité, l’épi- 
démiologie de la tuberculose, les sources d’infection, les facteurs de 
différenciation de la tuberculose, Vhérédité et le « terrain », la patho- 
logie comparée de la tuberculose. Le plan du volume n’a pas toute la 
clarté désirable : chaque chapitre étant traité par un auteur différent, 
les mémes faits reviennent a plusieurs reprises. L’équilibre de l’ouvrage 
en souffre considérablement : certains faits sont traités avec une lon- 
gueur excessive, d’autres 4 peine effleurés. Malgré son volume énorme, 
ce traité ne peut donc prétendre prendre la succession des ouvrages 
classiques de Calmette ou de Rich. La masse de faits accumulés est 
cependant considérable et le présent volume peut étre utilisé comme 
livre de référence. Les chapitres les mieux venus sont ceux de Loeffler, 
de Suter et Bloch, de Ott. La présentation matérielle est remarquable. 


G. C. 
J. Sternberg. — The use of radio-active isotopes in the study of experi- 
mental tuberculosis. 1 vol., 95 p., S. Karger, édit., Bale et New- 


York, 1958. 


Il s’agit ici de la présentation, sous forme d’une monographie, d’un 
travail paru dans le volume 9 des Progrés de l’exploration de la tubercu- 
lose, publication annuelle éditée par Karger. Les principaux sujets traités 
sont (aprés une introduction consacrée A des notions générales de tech- 
niques des radio-isotopes) : le marquage des mycobactéries par des iso- 
topes radio-actifs introduits dans les milieux de culture comme méta- 
bolites naturels des bacilles ; le marquage par des isotopes non-méta- 
bolites ; études diverses réalisées in vivo a l’aide de bacilles marqués 
(dispersion microbienne ; interaction entre les constituanis chimiques 
du bacille et Vhéte) ; études métaboliques au cours de la tuberculose 
expérimentale ; études effectuées a l’aide d’agents antibacillaires mar- 
qués. La valeur de ce travail vient de l’expérience personnelle de l’auteur 
et de l’esprit critique avec lequel les problémes sont abordés. Biblio- 
graphie étendue. Gee 


Services infirmiers de santé publique. Quatriéme rapport du Comité 
d’experts des Soins infirmiers. Organisation mondiale de la Santé: 
Série de Rapports techniques, 1959, n° 167 ; 37 pages. Prix: Fr. 
s. 1—, 1/9 ou $ 0,30. (Dépositaire pour la France: Librairie 
Masson, Paris.) 


LIVRES REGUS 1&3) 


Comité d’experts des maladies & virus des voies respiratoires : premier 
rapport. Organisation mondiale de la Santé: Série de rapports 
techniques, n° 170, 1959; 63 pages. Prix: Fr. s. 2,--, 3/6 ou 
$ 0,60. Egalement publié en frangais et en espagnol (Dépositaire 
pour la France : Librairie Masson, Paris). 


Le Comité d’experts des maladies des voies respiratoires, réuni 
au Stockholm au mois d’aodit 1958 a fait le point sur les connaissances 
actuelles touchant la grippe et les autres maladies respiratoires dues 
a des virus. 


Ces virus respiratoires divers se rapportent aux adénovirus, aux myxo- 
virus non grippaux, au virus syncytial des voies respiratoires, & ceux 
de la pneumonie atypique, aux virus de la psittacose-ornithose, du 
coryza, 4 quelques entérovirus tels que le virus Coxsackie A qui déter- 
mine une angine dite herpétique, les types B Coxsackie pour lesquels 
on a établi un rapport avec certains syndromes entre autres la pleuro- 
dynie épidémique. Enfin, certains virus ECHO ont été isolés sur des 
sujets atteints de maladies respiratoires. 

La plus grande partie du rapport concerne le virus grippal. La 
pandémie de 1957 a souligné l’instabilité antigénique du virus grippal, 
spécialement celui de type A. C’est a la suite des rapports envoyés par 
les Centres nationaux du monde entier A 170.M.S. qu’une synthése 
a pu étre faite des caractéristiques antigéniques, épidémiologiques et 
des syndromes cliniques du virus A2 agent de la pandémie. 

La prophylaxie et la vaccination sont également discutées. Les tech- 
niques d’isolement de virus et les méthodes sérologiques 4 appliquer 
pour effectuer un diagnostic sont exposées en détail, certaines étant 
plus conseillées que d’autres. 


Cette brochure est surtout recommandée aux spécialistes des virus 
des maladies respiratoires qui y trouveront des renseignement pratiques 
irés utiles. Ge IO. 


Comité mixte O.M.S./F.A.O. dexperts des Méthodes d’Analyse radio- 
chimique, Rapport. Organisation mondiale de la Santé: Série de 
Rappots techniques, n° 173, 1959 ; 123 pages. Prix : Fr. s. 3,— 
5/- ou $ 1,00. (Dépositaire pour Ja France: Librairie Masson, 
Paris.) 


Ce rapport propose des méthodes d’analyse satisfaisantes pour les 
radioéléments suivants : 

5.1 Tritium, 5.2 Strontium, 5.3 Ruthénium, 5.4 Iode, 5.5 Césium, 
5.6 Polonium, 5.7 Radon, 5.8 Radium, 5.9 Thorium, 5.10 Uranium, 
5.11 Plutonium, 5.12 Radioactivité globale, qui sont le plus souvent 
incriminés dans les contaminations internes ou externes. 

G. M. 


Comité d’experts de la Standardisation biologique. Douziéme rapport, 
Organisation mondiale de la Santé: Série de Rapports techniques, 
1959, n° 172; 44 pages. Prix: Fr. s. 1,—, 1/9 ou $ 0,30. (Dépo- 
sitaire pour la France : Librairie Masson, Paris.) 
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Problémes de santé mentale relatifs &@ la sénescence et aux personnes 
dgées. Sixiéme rapport du Comité d’experts de la Santé mentale. 
Organisation mondiale de la Santé: Série de Rapports techniques, 
1959, n° 171; 56 pages. Prix; Fr. s: 2.) 2/6 ou $ 0,60. (Dépo- 
sitaire pour la France : Librairie Masson, Paris.) 


Les laboratoires d’hdpitaux. Deuziéme rapport du Comité d’experts des 
Méthodes des Laboratoires de Santé publique. Organisation mon- 
diale de la Santé: Série de Rapports techniques, 1959, n° 161 ; 
32 pages. Prix: Fr. s. 1—, 1/9 ou $ 0,30. (Dépositaire pour la 
France : Librairie Masson, Paris.) 


Comité d’experts des Statistiques sanitaires, Siziéme rapport, compre- 
nant le troisiéme rapport du Sous-Comité des Statistiques du 
Cancer. Organisation mondiale de la Santé: Série de Rapports 
techniques, 1959, n° 164; 48 pages. Prix: Fr. s. 1,—, 1/9 ou 
$ 0,30. (Dépositaire pour la France : Librairie Masson, Paris.) 


R. J. Gautheret. — La culture des tissus végétauz. Techniques et réali- 
sations, 1 vol., 884 p., 986 réf. bibliographiques, 438 fig., Masson 
et Cie, édit., Paris, 1959. 


L’auteur de ce livre réalisait il y a vingt ans, la premiére culture 
d’un tissu végétal, et c’est certainement dans le monde, celui qui 
connait le mieux cette technique et ses réalisations. Il était donc tout 
désigné pour rédiger cet ouvrage. La premiére partie est une remise 
au point de son manuel technique paru en 1943 : on y trouve exposées 
de facon didactique, avec de nombreux schémas, les conditions néces- 
saires pour les cultures de tissus les plus divers et pour l'emploi de 
techniques spéciales comme celles, si importantes, de cultures des 
cellules isolées, des greffes et des recherches quantitatives. La morpho- 
logie des tissus cultivés in vitro, Vhistogénése et la cytologie de ces 
cultures ont fait objet de nombreux travaux théoriques et sont indis- 
pensables 4 connaitre pour tout utilisateur de cette technique. 

Cette méthode a beaucoup contribué a la connaissance de la polarité 
végétale et des processus d’induction histogénétiques. Elle permet d’étu- 
dier dans d’excellentes conditions, la physiologie de la cellule végétale : 
ses besoins nutritifs et son métabolisme ont fait i’objet de nombreux 
travaux. La culture des cellules isolées n’en est encore qu’da ses débuts, 
mais elle a déja apporté quelques résultats remarquables et est riche 
de promesses. Enfin, c’est peut-étre en pathologie végétale qu’elle ouvre 
actuellement les résultats les plus intéressants pour l’étude des para- 
sites obligatoires comme les virus végétaux et celle du comportement 
des cellules tumorales ; elle permet en effet de saisir les différentes 
Gtapes de la cancérisation, son mécanisme, et de comparer la physio- 
logie de ces tissus A ceux de tissus normaux. 

Cette technique est fondamentale pour tous ceux qui s’intéressent 2 
la biologie, 4 la physiologie et & la pathologie végétale. G’est une remar- 
quable mise au point par sa conception & la fois trés simple sur la 
pratique de la méthode et donnant en méme temps les réalisations les 
plus nouvelles obtenues par l’emploi de cette technique. 


(GS 
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L. Le Minor. — Le diagnostic de laboratoire des Entérobactéries. 1 vol., 
150 p., Editions de La Tourelle, 5, rue Guynemer, Saint-Mandé 
(Seine), 1959. Prix : 12 NF. 


Les Editions de la Tourelle publient une collection intitulée « Tech- 
niques de base », composée de petits volumes consacrés au diagnostic 
pratique de laboratoire et ou sont déjé parus : les groupes sanguins, 
la mycologie médicale, le rhumatisme. Dans ce manuel consacré aux 
Intérobactéries, L. Le Mino présente les données actuelles sur la class- 
fication des Entérobactéries et les méthodes de diagnostic qui, d’aprés 
son expérience, lui ont semblé les meilleures. La classification adoptée 
est celle proposée par le Sous-Comité des Entérobactéries (dont l’auteur 
est membre) au Congrés international de Microbiologie de Stockholm, 
en 1958. Les caractéres biochimiques et les classifications antigéniques 
sont exposés clairement. 

La deuxiéme partie est consacrée 4 la préparation des sérums agglu- 
tinants et des divers milieux de culture utilisés dans le diagnostic 
des Entérobactéries. 

Cet ouvrage intéresse particuli¢rement les biologistes qui sont chargés 
des analyses médicales, analyses d’eaux, contréle des denrées alimen- 
taires, mais aussi les hygiénistes, les épidémiologistes, les pédiatres et 
enfin tous ceux qui, a titres divers, ont A connaitre des infections ou 
intoxications provoquées par ce trés important groupe de bactéries. 

[Ne 1B}, 


Proceedings of a symposium on immunization in childhood. KE. et S. 
Livingstone Ltd., édit., Edinburgh and London, 1960, avec une 
introduction par Sir John Boyd, 139 p., 24,5 x 18,5 cm. 


Ce volume réunit les travaux et les discussions auxquels ont donné 
lieu un Colloque sur les immunisations de l’enfance, tenu sur 1] ’initia- 
tive de la Fondation Wellcome & Londres, du 4 au 6 mai 1959. II 
s’agissait de faire le point, sous l’angle de la pédiatrie britannique 
mais avec la participation de quelques invités du Canada, des Etats-Unis 
ou de France, des différentes vaccinations, de leur opportunité, de leur 
chronologie et de leur éventuelle association. La premiére séance est 
consacrée aux risques attachés aux vaccinations et l’on entre dans le 
vif du sujet avec la communication de John KnoweLpen sur la polio- 
myélite provoquée par les injections. On sait que ce sujet auquel les 
Britanniques attachent une grosse importance a déja fait couler beau- 
coup d’encre. Il semble bien résulter de l’ensemble des faits rapportés 
que lorsque ce risque existe, il est surtout lié & lemploi du vaccin 
coquelucheux et plus particuli¢rement du vaccin précipité par l’alun : 
c’est du moins la seule conclusion qui puisse se dégager de 1’examen 
d’un grand nombre de données souvent contradictoires. Notons encore 
dans cette séance le travail de J. W. Howie qui étudie les fautes 
d’asepsie commises 4 propos des vaccinations. On sait que la stérilisa- 
tion du matériel d’injection par simple immersion dans I’alcool dilué 
jouit encore d’une certaine faveur en Angleterre, et que dans les vacci- 
nations de masse il n’est pas toujours possible de respecter le principe 
de l’aiguille individuelle. La discusssion qui a suivi ces exposés a permis 
x E. Forres Mackenziz de chiffrer les complications consécutives a la 
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vaccination jennérienne. Il en résulte, selon le tableau communiqué, 
que l’encéphalite post-vaccinale est rare dans les ages de 1 a 4 ans 
(2,1 par million de vaccinations) alors que son incidence atteint 28,7 
pour les primo-vaccinations pratiquées a l’dge de 15 ans, ce qui est 
conforme aux données admises en France, mais s’oppose a la pratique 
fréquente en Grande-Bretagne de la vaccination tardive. 

La seconde séance du Symposium est consacrée surtout 4 la vaccina- 
tion contre la poliomyélite. D. G. Evans s’était chargé du rapport, qui 
a été suivi d’une discussion d’autant plus animée qu’elle portait sur 
un sujet controversé. Il semble bien élabli que certains des vaccins 
antipoliomyélitiques inactivés qui ont été utilisés en Angleterre ont eu 
une composante antigénique pour le type 1 nettement inférieure. 
A. Bouk expose les travaux francais de la 8S. E. S. E. P. et de la Section 
d’Epidémiologie de la Protection Maternelle et Infantile ; J. E. Sark 
résume les résultats obtenus aux Etats-Unis, R. J. Witson ceux du 
Canada. Le professeur G. W. A. Dick fait la critique des vaccins vivants 
atténués ; F. T. Perkins discute le rapport entre les niveaux d’anticorps 
observés apres vaccination et le degré de protection réelle observée sur 
les singes soumis a des inoculations d’épreuve. 

Nous trouvons ensuite le rapport de Ch. Cockpurn sur la vaccination 
anticoquelucheuse dont lefficacité est largement démontrée par les 
statistiques, puis l’immunisation antidiphtérique par Guy BovusFriELp 
et l’immunisation antitétanique par Sir John Boyn. L’intérét de cette 
dernitre communication réside dans une étude systématique de |’inter- 
valle qu‘il est souhaitable de laisser entre les différentes injections 
d’anatoxine. J] en résulte clairement que les meilleurs résultats sont 
obtenus avec un intervalle de six semaines pouvant ¢tre réduit a trois 
semaines, mais qu’ils sont nettement inférieurs si on ne laisse que 
quinze jours entre les injections d’anatoxine. Geoffrey EpsaLu souligne 
Vintérét que présente, aux Etats-Unis comme en Grande-Bretagne, la 
vaccination antitétanique systématique et la nécessité d’entretenir celle- 
ci dans les groupes d’ages plus dgés par les injections de rappel. Le 
professeur W. E. Gatisrornp recommande la vaccination BCG. La question 
des vaccinations associées est abordée par Miss M. Barr et traitée essen- 
tiellement sous l’angle du point crucial de la réunion, objet de la 
derniére séance : les programmes d’immunisation et le calendrier des 
vaccinations. La discussion sur le calendrier donne lieu a des opinions 
diverses, parfois contradictoires. Aussi les recommandations finales 
résument-elles ces positions en proposant deux schémas de vaccina- 
tions combinées dont la principale différence réside dans le fait que 
Yun (schéma A) n’envisage au cours des trois premiers mois de la vie 
que la vaccination anticoquelucheuse seule, alors que l’autre (schéma B) 
fait démarrer l’immunisation avec un vaccin triple D-T-Cog. Dans les 
deux cas, la vaccination antipoliomyélitique se trouve partiellement 
associée aux vaccinations anatoxiques. La vaccination antivariolique 
se fait « 4 un moment quelconque au cours des cing premiéres années » 
et la vaccination BCG n’intervient qu’entre la onzitme et la quinziéme 
année, attitudes qui sont conformes 4 la tradition britannique. Il est 
plus surprenant de voir que si des injections de rappel sont prévues 
pour les anatoxines A l’dge scolaire, il n’y en a pas pour la vaccination 
antipoliomyélitique. 
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L’ensemble du volume apporte sur la question trés actuelle des vac- 
cinations associées et du calendrier des vaccinations une riche docu- 
mentation et d’intéressantes discussions. Si certains aspects nous 
paraissent refléter des points de vue plus particuligrement insulaires, 
il est réconfortant de voir qu’il y a une quasi unanimité sur l’opportu- 
nité des vaccinations. Il est d’autre part indiscutable que dans les pays 
anglo-saxons ot: le sentiment de la liberté individuelle a pu dans le 
passé faire le jeu des antivaccinateurs, aujourd’hui le civisme et la foi 
dans l’efficacité des mesures prophylactiques ont assuré aux vaccina- 
tions de l’enfance une diffusion généralisée dont l’influence est évi- 
dente sur les courbes de morbidité et de mortalité. Aussi l’ouvrage 
donne-t-il au lecteur francais plus d’un sujet de méditation. 

Paice 


N. A. Krassilnikov. — Diagnostik der Bakterien und Actinomyceten. 
1 vol., 813 p., 285 fig., G. Fischer, édit., Iéma, 1959. Prix : 59 DM. 


Bien connu par ses travaux sur les Actinomycétes, l’auteur présente 
un traité de diagnostic des Bactéries et des Actinomycétes comprenant : 

1° Préface et Introduction. 

2° Structure et développement des Bactéries. 

3° Principes fondamentaux de leur classification. 

4° Détermination des organismes inférieurs : Protophytes : a) Classe 
des Actinomycetes, comprenant les ordres suivants : Actinomycétales, 
Mycobactériales, Coccales. b) Classe des Eubacterie, comprenant les 
ordres suivants: Eubactériales, Chlamydobactériales, lerribactériales, 
Thiobactériales. c) Classe des Myxobacterie, comprenant l’ordre unique 
des Myxobactériales. d) Classe des Spirochete, comprenant lordre 
unique des Spirochaetales. 

En supplément est traité l’ordre des Chlamydozoa comprenant les 
Virus, les Rickettsia et les Bartonella. 

Un index bibliographique important accompagne ce traité, terminé 
par un index des espéces décrites. L’ensemble est trés différent des 
conceptions taxonomiques actuellement connues sous les noms de clas- 


sification américaine et de classification frangaise. 
A.-R. P. 


J. G. Horsfall et A. E. Dimond. — Plant Pathology, an advanced treatise. 
Vol. I, The diseased plant. 1 vol., 674 p., Academic Press, New- 
York et Londres, 1959. 


Ce traité de Pathologie végétale, qui doit comprendre trois volumes, 
sera une mise au point actuelle des caractéres généraux de la patho- 
logie des plantes : modifications du métabolisme normal chez la plante 
malade, mode d’action des agents pathogénes, réactions de la plante 
héte. 

Ce premier volume traite de la plante malade : tout d’abord des pro- 
cessus pathologiques agissant sur la désintégration des tissus, la crois- 
sance, la reproduction, la dénutrition, la déficience en eau et la respi- 
ration ; puis de la défense de la plante par des processus histologiques, 
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physiologiques et biochimiques et par hypersensibilité ; enfin, de la 
prédisposition et de la thérapeutique. 

Les chapitres sont traités par différents auteurs et chaque chapitre 
est suivi d’une bibliographie souvent importante. Les auteurs insistent 
sur les idées générales reliant les faits entre eux ; aussi ce livre est- il 


surtout destiné aux chercheurs s’intéressant a la pathologie végétale. 
(Gy te 


P. Michon et F. Streiff. — Macroglobulinémie de Waldenstrém, 1 vol. 
250 p., Masson et Ci*®, édit., Paris, 1959. 


Bien que la maladie de Waldenstrém soit connue depuis 1944, le 
nombre des observations est encore trés limité puisqu’il ne dépasse 
pas 180 pour l’ensemble de la bibliographie. Cette monographie réunit, 
apres un chapitre d’historique, les faits cliniques biologiques et anato- 
miques qui se dégagent des observations publiées. Le syndrome est 
souvent discret, d’installation insidieuse, avec anémie, hémorragie et 
adéno-splénomégalie, mais la symptomatologie peut étre trés diverse ; 
au point de vue biologique, la macroglobuline ayant une constante de 
sédimentation de S 20 est responsable de la labilité colloidale du sérum. 
Il existe une prolifération intense représentée par les cellules lympho- 
réticulaires de Rohr, possédant une fonction sécrétrice. Aprés une étude 
analytique basée sur sept observations nouvelles et la revue des cas 
connus, les auteurs envisagent la situation nosologique de la maladie. 
Elle peut étre dissociée des macroglobulinémies symptomatiques qui ne 
présentent pas de contextes cliniques. On ne peut pas soutenir de 
parenté avec la leucose lymphoide et on ne peut pas expliquer de maniére 
satisfaisante l’association avec le cancer dans 10 p. 100 des cas. La 
macroglobulinémie de Waldenstrém peut étre considérée comme une 
affection maligne de systéme, 4 rapprocher du myélome multiple dans 
le cadre des réticulomatoses myélogénes avec dysglobulinémie. Cette 
revue générale d’actualité intéressera trés vivement les cliniciens et 
les biologistes. NO 


Diabéte sucré, diabéle insipide, régulation électrolytique. Rapports de 
la IV? Réunion des Endocrinologistes de Langue Francaise, Paris, 
27-28-29 juin 1957, publiés par les soins du professeur A. Soulairac. 
Puklication des Annales d’Endocrinologie, Doin et Masson, édit., 
Paris, 1959. 


Ce volume de 420 pages réunit l'ensemble de nos connaissances pour 
les aspects biochimiques et endocrinologiques de quelques problémes 
a Vordre du jour. 

Les différents chapitres sont les suivants : 

1° Fonctions minéralotropes du cortex surrénal : 

Biochimie de Valdostérone (Jayre et Bautiev). Physiopathologie et 
clinique de l’aldostérone (MuLier et Macs). Roéle et actions physio- 
logiques des minéralo-corticoides (Moret). 

2° Neurosécrétion et diabéte insipide : 

Nouveaux apports cliniques au probléme du diabéte insipide (BASTENIE, 
BeLtens, Conarp et Demaner). Histophysiologie de la neurosécrétion 
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(Coun et Barry). Etude biochimique et biologique des hormones neuro- 
hypophysaires (Srurinsky). 


3° Pancréas endocrine et diabétte sucré : 


Histopathologie des ilots de Langerhans et conceptions pathogéniques 
du diabéte (Drsciin et Grprs). Histophysiologie du pancréas endocrine 
des mammiféres (Verne). Les sulfamides hypoglycémiants et leur intérét 
pour le traitement du diabéte (Hepon). Le glucagon (Duve et BErTHET). 
Régulations hormonales du pancréas endocrine (Horrr, Meyer et Ricci). 


Le lecteur non spécialisé se rendra compte que les travaux de ces 
derniéres années ont permis de franchir d’importantes étapes vers une 
compréhension satisfaisante du réle du cortex surrénal dans la régula- 
tion de Véquilibre hydrominéral. A. E. 


R.T. Williams. — Detozication mechanisms. 2° édit., 1 vol., 796 p., 
Chapman et Hall, édit., Londres, 1959. Prix: £ 6. 


La premicre édition de cet ouvrage, sortie il y a douze ans, traitait 
simplement des différents mécanismes de détoxication. Cette seconde 
édition, trés remaniée, traite, comme l’indique le sous-titre ajouté, du 
« Métabolisme et de la détoxication des médicaments des substances 
toxiques et d’autres composés organiques ». Ce remaniement est devenu 
nécessaire avec le développement et l’utilisation accrus des produits 
synthétiques dans toutes les sphéres de l’activité humaine. Par ailleurs, 
les progres techniques en biochimie ont permis d’analyser et de mieux 
comprendre Jes métabolismes des différentes substances organiques. 


Cet ouvrage, dont la présentation est excellente et la documentation 
riche, s’adesse aussi bien aux pharmacologues et toxicologues qu’aux 
biochimistes. iB 1B}, 


C. H. Gray. — Clinical Chemical Pathology. 2° édit., 1 vol., 160 p., 
Edward Arnold, édit., Londres, 1959. Prix : 14s. 


Ce livre traite essentiellement de problémes intéressant la biologie 
clinique. Les différents chapitres se rapportent en effet & l’étude de 
l’équilibre biochimique des principaux mécanismes physiologiques 
humains, et principalement aux perturbations apportées a ces équilibres 
par diverses atteintes pathologiques. On y verra notamment étudiés 
Atteintes de la fonction rénale ; Equilibre acido-basique ; Equilibre 
hydrique et hydro-électrique ; Atteintes des fonctions hépatiques ; Dia- 
bétes ; Métabolisme phosphocalcique ; Troubles du métabolisme des 
lipides ; Atteintes endocriniennes ; etc. Y sont adjoints quelques tests 
biochimiques simples récents, ainsi qu’une table des résultats normaux 
el pathologiques des principaux dosages sanguins. 

Ces divers chapitres sont traités succinctement, en abandonnant les 
hypothéses nouvelles, méme séduisantes. Cette limitation et cette conci- 
sion volontaires permettent une grande clarté dans l’exposé. Ce livre, 
qui ne cherche pas a étre un livre de spécialiste, se révélera trés utile 
au public auquel il est destiné : ]1’étudiant en cours d’étude, ou le pra- 
ticien, ou le biologiste qui voudront pouvoir rapidement se mettre en 
mémoire ces données essentielles. J.-C. P. 
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Conference on enzymes. 1 vol., 158 p., N. V. Uitgevers-Maatschappij et 
W.E. J. Tjeenk Willink, édit., Zwolle (Pays-Bas), 1959. Prix : 
9 florins. 


Compte rendu d’un Symposium international tenu & Wageningen 
(Pays-Bas) en avril 1959, sur « Les enzymes et leur action ». 

Les conférences qui constituent ce symposium portent sur ; 

1° La localisation intracellulaire des enzymes au moyen des méthodes 
par centrifugation, par C. pe Duve, de Louvain (Belgique). 

2° La structure et le mode d’action des enzymes protéolytiques, par 
P. DrsnuELLE, de Marseille. 

3° Les coenzymes et les groupements prosthétiques, par E. C. Wess, 
de Cambridge. 

4° Les inhibiteurs des enzymes, par R. A. Perers, de Cambridge. 

5° La régulation des réactions enzymatiques dans la cellule en ce 
qui concerne en particulier le métabolisme des glucides, par F. Dickens. 

6° La biosynlhése des enzymes, par H. CHanrrennE, de Bruxelles. 

C’est une intéressante mise au point dans les domaines traités. 

I. .B: 


Cancer of the cervix. Diagnosis of early forms. Ciba Foundation, Study 
group n° 3. i vol., 114 p., J. et A. Churchill, édit., Londres, 1959. 
Prix <yb2isaG a: 


Ce petit opuscule de 114 pages contient différents exposés rédigés par 
les meilleurs spécialistes réunis en un Groupe d’Etude. Les principaux 
chapitres sont les suivants : Classification des cancers in situ (HampPERL). 
Problémes histopathologiques (Kotrmerer). Cytopathologie des chromo- 
somes et du cytoplasme (Moricarp et CARTIER). f$-glycuronidase des 
sécrétions vaginales ainsi que l’«-mannosidase (Lawson). Modifications 
morphologiques du col de Vutérus en fonction de l’Age et importance 
dans le diagnostic précoce (Kaurmann). Cancer du col in situ, probléme 
de dépistage (Youne). 

Chacun de ces chapitres est suivi d’une discussion trés condensée. 
Cette petite monographie est illustrée d’un grand nombre de figures 
et de schémas. Is 1d. 


A. W. A. Brown. — Résistance des arthropodes aux insecticides. Organi- 
sation Mondiale de la Santé, Genéve, 1959, Série de Monographies, 
n° 88, 260 p. (Dépositaire pour la France, Librairie Masson, Paris.) 


Depuis les découvertes du DDT et autres insecticides organiques de 
contact on s’est apercu que les insectes d’intérét médical et vétérinaire 
qu’on devait combattre se montraient, 4 la longue, résistants A ces 
insecticides. 

Depuis que cette constatation a été faite, de nombreux travaux concer- 
nant la résistance des insectes contre les insecticides organiques de 
contact ont été publiés, l’étude de cette question ayant été mise au 
premier plan des recherches contre les insectes nuisibles & Mhomme 
et aux animaux, insectes vecteurs des différentes maladies infectieuses. 

Ces travaux sont méme devenus tellement nombreux que quiconque 
voulait se renseigner sur ce sujet devait faire face A des recherches 
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bibliographiques difficiles et fastidieuses. Le besoin s’est fait ainsi sentir 
d’une mise au point d’ensemble concernant la résistance des arthro- 
podes aux insecticides et personne n’était mieux placé, pour effectuer 
ce travail, que le D™ Brown, de 1’0.M.S., qui a lui-méme effectué de 
nombreuses et utiles recherches sur ce sujet. C’est ainsi que nous 
avons vu paraitre sous les auspices de 1’°O. M.S. une importante mono- 
graphie qui traite la question d’une maniére trés claire, se rapportant 
a des insectes appartenant 4 des groupes variés, pour des régions géogra- 
phiques différentes. 

Cette monographie comporte quatre chapitres. 

Le Chapitre I concerne la nature et les caractéristiques de la résistance 
et comporte dix rubriques traitant des phénoménes de résistance, de 
son dépistage, de ses origines physiologiques et génétiques, de la thése 
de sensibilité, des divers insectes, etc. 

Dans le Chapitre II sont notés les groupes taxonomiques d’insectes 
typiquement vecteurs de diverses affections chez homme et leur com- 
portement a l’égard des insecticides. 

Le Chapitre III est entiérement consacré 4 la mouche domestique qui, 
comme on le sait, s’est avérée des plus résistante parmi les insectes 
vivant en marge des collectivités humaines. L’auteur s’est attaché a étu- 
dier la résistance naturelle de cet imsecte contre les insecticides, la 
production de cette résistance dans les conditions de laboratoire, et 
divers autres problémes : résistance croisée, stabilité de celle-ci, diffé- 
rence entre les souches résistantes et souches sensibles, physiologie et 
génétique de ces phénoménes. 

Le Chapitre IV, enfin, traite du comportement a l’égard des insecti- 
cides des arthropodes qui, typiquement, ne sont pas vecteurs pour 
Vhomme, mais qui peuvent transmettre certaines affections animales 
et transporter d’une maniére passive divers agents pathogénes. 

Il est impossible d’analyser d’une maniére détaillée cette remar- 
quable monographie, accompagnée d’une bibliographie trés complete, 
qui sera trés utile pour tous ceux qui sont appelés 4 lutter contre les 
insecles d’intérét médical et vétérinaire. 

Les faits saillants sont les suivants : « La résistance semble due & une 
sélection darwinienne, les insectes étant porteurs de génes de pré- 
adaptation, et la résistance au DDT est essentiellement due a un accrois- 
sement de l’aptitude & se détoxiquer ». Quant au mécanisme de la 
résistance contre les autres insecticides il présente, dans chaque cas, 
un caractére propre. 

Cette monographie ayant été publiée en francais et en anglais, son 
usage en sera grandement facilité. Car 


J. Read. — Radiation biology of Vicia faba in relation to the general 
problem. 1 vol., 270 p., Blackwell Scientific Publications, Oxford, 
1959. Prix: 45 s. 


Cet ouvrage rapporte les expériences faites par l’auteur. Les effets 
de J’irradiation observables sur les cellules végétales donnent des ren- 
seignements extr6mement importants sur le comportement de la matiére 
vivante soumise 4 l’irradiation et les conclusions peuvent étre étendues 
aux cellules animales, voire aux organismes supérieurs. G. M. 


“I 
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G. E. Francis, W. Mulligan et A. Wormall. — Isotopic tracers. 2° édit., 
1 vol., 524 p., The Athlone Press, Londres, 1959. Prix : 52s. 6 d. 


L’ouvrage Isotopic tracers, de Francis, Mulligan et Wormall, a été 
considérablement amélioré par rapport a la premiére édition. 

Il donne des indications importantes concernant les différentes tech- 
niques d’utilisation des radio-isotopes et représente une excellente intro- 
duction pour les utilisateurs de radio-éléments. G. M. 


Ch. Gernez-Rieux, H. Warembourg et M. Pauchent. — La corticothérapie 
surrénale dans le traitement de la tuberculose. 1 vol., 176 p., 35 pl., 
Masson et Ci*, édit., Paris, 1958. 


Au cours du traitement de la tuberculose, la corticothérapie surrénale 
peut rendre de tres grands services et parfois méme décider du succés 
de la chimiothérapie. Elle peut aussi provoquer parfois des désastres 
irréparables. Les auteurs se sont attachés a éclairer les raisons de cette 
apparente contradiction, en s’appuyant sur 500 observations cliniques 
personnelles, sur l’expérimentation et sur une trés riche bibliographie. 
Cette étude leur permet de systématiser les indications absolues ou 
relatives de la corticothérapie et ses contre-indications, la principale 
de celles-ci étant l’absence d’une chimiothérapie efficace. Enfin sont 
précisées les modalités de l’hormonothérapie dans toutes les formes de 
tuberculose. Les auteurs recommandent le plus souvent une hormono- 
thérapie (80 puis 15 mg de A-cortisone) et bréve (deux mois). Au cours 
de l’étude du mécanisme d’action du complexe chimio-hormonothérapie, 
les auteurs attribuent la plus grande importance A 1’action anti-inflam- 
matoire non spécifique de la corticothérapie. Negi 


J. Rodier. — L’analyse chimique et physico-chimique de l’eau. 2° édit. 
1 vol., 358 p., Dunod, édit., Paris, 1960. Prix : 48 NF. 


Ce livre a l’avantage de rassembler des techniques publiées dans de 
nombreuses revues ou traités. L’auteur, qui a lui-méme étudié parti- 
culiérement les eaux des zones arides, fait dans un livre la synthése des 
travaux américains et européens, en donnant une large place aux 
méthodes colorimétriques. La premiére partie a trait aux eaux natu- 
relles : caractéres organoleptiques, mesures physico-chimiques (pH, rH, 
résistivité, radio-activité, etc.), contrdle de la pollution, dosage des anions 
et cations, des éléments toxiques et de ceux qui sont considérés comme 
indésirables, du soufre, des gaz, recherche de l’agressivité, présentation 
des résultats et leur interprétation, enfin contrédle de la stérilisation 
d’une eau. La seconde partie est consacrée a l’analyse des eaux usées 
ei a l’étude de leur toxicité sur les poissons. Enfin, dans l’annexe, le 
lecteur trouvera les formules des solutions titrées, des indicateurs, etc. 

Ce livre, rédigé dans un but essentiellement pratique rendra certai- 
nement de grands services 4 tous ceux qui sont chargés du contréle 
des eaux et des multiples problémes qui se posent & ce sujet. 


Ih. 1s, 
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